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El presente trabajo tiene por objetivo establecer un protocolo de enriquecimiento de las 
células madre espermatogoniales (SSC) mediante gradientes discontinuas de Percoll y 
desarrollar co-cultivos con células de Sertoli que permita el cultivo continuo de las 
SSC, sentando las bases para futuros trabajos que busquen contribuir con la 
conservación del material genético de especies con problemas de fertilidad. Veinte 
muestras testiculares de alpacas adultas provenientes del Camal Municipal de 
Huancavelica fueron seleccionadas según sus parámetros espermáticos. Las biopsias 
testiculares fueron sometidas a dos digestiones enzimáticas, cuya suspensión 
resultante fue denominada Grupo Control (GC), y la purificación de éstas mediante las 
gradientes discontinuas, Grupo Post Percoll (GPP). Las muestras fueron evaluadas 
mediante Citometría de Flujo (CF) y Microscopía de Fluorescencia (MF) empleando el 
conjugado DBA-FITC con el que se identificó a las SSC como el grupo celular con 
mayor intensidad de fluorescencia (sDBA+). La evaluación por CF de 8 muestras y el 
análisis por MF de las 12 muestras restantes mostraron una mayor media porcentual 
de la población de SSC en el GPP en comparación a la del GC, afirmando el 
enriquecimiento de las SSC mediante las gradientes de Percoll (p<0.05). Además, la 
comparación de la viabilidad celular entre ambos grupos (GC: 92.59 ± 6.92% y GPP: 
92.47 ± 5.79%) no mostró diferencia significativa (p>0.05). 
Estas poblaciones celulares iniciales (GC y GPP) fueron cultivadas durante 8 días en 
medio DMEM, denominándose Grupo Cultivo Control (GCC) y Grupo Cultivo Post 
Percoll (GCP) y fueron evaluados por CF y MF, encontrándose un aumento de la 
población de SSC en los post-cultivos. El análisis por CF no mostró diferencia 
significativa entre los grupos iniciales y sus respectivos cultivos (GC: 37.02 ± 29.21% 




contrario, la evaluación por MF sí mostró un incremento significativo de la población 
sDBA+ en los cultivos (GC: 13.33 ± 18.88% vs GCC: 50.36 ± 8.07% y GP: 30.85 ± 
21.98% vs GCP: 60.46 ± 7.31%). 
Paralelamente, se aislaron las células de Sertoli del grupo de células testiculares 
empleando la lectina DSA y se cultivaron en medio DMEM + 10%SBF. Una vez 
alcanzado el 90% de confluencia, éstas se co-cultivaron con las SSC enriquecidas en 
medio DMEM. En los primeros tres días se observó un rápido crecimiento de las SSC 
en contacto con las células de Sertoli y la formación de quistes sincitiales de SSC 
luego de aproximadamente dos semanas, lo que no se observó en los cultivos de 
células madre espermatogoniales enriquecidas sin células de Sertoli. 
Del presente estudio se concluye que el empleo de las gradientes de Percoll es un buen 
método de enriquecimiento de SSC y el co-cultivo con células de Sertoli es capaz de 














This work aims to establish a protocol for enrichment of spermatogonial stem cells 
(SSCs) by discontinuous Percoll gradients and develop co-cultures with Sertoli cells 
that allow the continuous culture of SSCs, laying the groundwork for future works that 
seeks to contribute to the conservation of genetic material of species with fertility 
problems. Twenty testicular samples of adult alpacas from the Municipal 
Slaughterhouse of Huancavelica were selected according to their sperm parameters. 
Testicular biopsies were subjected to two enzymatic digestions, whose cell suspension 
obtained was called Control Group (GC), and the purification of these by discontinuous 
gradients, Post Percoll Group (GPP). The samples were evaluated by Flow Cytometry 
(CF) and Fluorescence Microscopy (MF) using the DBA-FITC conjugate with which 
SSCs were identified as the cell group with the highest fluorescence intensity (sDBA+). 
The CF assessment of 8 samples and the MF analysis of the remaining 12 samples 
showed a higher percentage average of the SSC population in the GPP compared to 
GC average, corroborating the enrichment of SSCs using Percoll gradients (p<0.05). In 
addition to this, the comparison of cell viability between the two groups (GC: 92.59 ± 
6.92% and GPP: 92.47 ± 5.79%) showed no significant difference (p>0.05). 
These initial cellular populations (GC and GPP) were cultivated for 8 days in DMEM 
medium, called Control Culture Group (GCC) and Post Percoll Culture Group (GCP) 
and were evaluated by CF and MF, with an increase in the SSC population in post-
cultures. The CF analysis showed no significant difference between the initial groups 
and their respective cultures (GC: 37.02 ± 29.21% vs. GCC: 44.80 ± 19.63% and GP: 
62.46 ± 33.15% vs GCP: 53.16 ± 14.49%); on the contrary, the MF assessment 
showed a significant increase of the sDBA+ population in cultures (GC: 13.33 ± 18.88% 




At the same time, Sertoli cells were isolated from the testicular cell group using DSA 
lectin and grown in DMEM + 10%SBF medium. Once 90% confluence was reached, 
they were co-cultivated with SSCs enriched in the DMEM medium. In the first three 
days, rapid growth of SSCs was observed in contact with Sertoli cells and the formation 
of SSC syncytial cysts after approximately two weeks, which was not observed in 
cultures of enriched spermatogonial stem cells without Sertoli cells. 
This study concludes that use of Percoll gradients is a good method of SSC enrichment 
















El país cuenta con la mayor población de alpacas de Sudamérica, representa un recurso 
que proporciona carne y fibra, por lo que su crianza contribuye a la economía de miles 
de ganaderos de la zona altoandina (Quispe et al., 2009). Dicha actividad es realizada 
principalmente en las regiones de Puno, Cusco, Arequipa, Huancavelica, Apurímac, 
Ayacucho y Pasco por más de 80 000 ganaderos, responsables de que el país sea 
considerado como el mayor productor de fibra de alpaca a nivel mundial (Cenagro, 
2012). Sin embargo, la crianza de esta especie es muy poco tecnificada, lo que impide 
obtener mayores beneficios de cada individuo. Además, la industria textil exige una 
gama de colores de fibra, por lo que los alpaqueros optan por la selección artificial con 
el fin de obtener individuos de fibra blanca dado que éstas podrían teñirse a diversos 
colores, provocando así la pérdida de la variabilidad genética de esta especie. Sumado 
a ello, la alpaca presenta diversos problemas reproductivos como la baja producción y 
calidad espermática, altas tasas de mortalidad embrionaria y baja tasa de fecundidad, 
derivando en la pérdida de la calidad de la fibra (Huanca, 2016). Por estas razones, es 
importante desarrollar biotecnologías que permitan conservar el material genético de las 
alpacas como técnicas de cultivo in vitro de células madre espermatogoniales (SSC), 
con el cual se logre proliferar la baja población de dichas células caracterizadas por 
llevar a cabo el proceso de espermatogénesis y ser las únicas con la capacidad de 
autorrenovación y diferenciación (Bravo et al., 2000). 
La búsqueda de optimización de estas biotecnologías ayudaría no solo a la mejorar la 
situación del grupo de ganaderos, sino también a la implementación de programas de 
mejoramiento genético que siente las bases para la obtención de ejemplares con 
características deseables, elegidas por la mejor calidad de fibra o colores naturales y de 
esta manera contribuir a que no se pierda la diversidad genética de las especies. 
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MARCO TEÓRICO CONCEPTUAL 
 
1. Camélidos sudamericanos: La alpaca (Vicugna pacos) 
1.1. Aspectos generales 
1.1.1. Origen y taxonomía 
 
Existen cuatro especies de camélidos sudamericanos, siendo la alpaca y la llama las 
especies domésticas, y la vicuña y el guanaco sus formas silvestres. Pertenecen a la 
clase Mammalia, suborden de los Rumiantes, orden Artiodactyla, familia Camelidae, 
tribu Lamini y representan un recurso genético de gran importancia económica, cultural 
y científica para el Perú, así como para algunos otros países de la Región Andina, por 
lo que han sido objeto de interés a lo largo de los años. 
El origen de los camélidos sudamericanos ha sido debatido por numerosos científicos, 
siendo Frisch en 1775 quien propuso que las cuatro especies sean clasificadas dentro 
del género Lama. Sin embargo, Miller en 1924 en un estudio que no incluía muestras 
de alpaca y basado en la morfología dentaria de los incisivos separó a la vicuña dentro 
del género Vicugna, dejando a la alpaca (Lama pacos), llama (Lama glama) y guanaco 
(Lama guanicoe) dentro del género Lama. Más tarde, en un estudio más completo 
fueron detectadas similitudes en la morfología de los incisivos de los restos de alpacas 
y vicuñas, sugiriendo a las alpacas como la forma doméstica de la vicuña, y la llama 
como una especie originada del guanaco (Wheeler, 1984, 1995). Dicha premisa fue 
corroborada gracias a herramientas citogenéticas donde se determinó el mismo patrón 
de bandas G del cromosoma 1 entre alpacas y vicuñas; y herramientas moleculares 
mediante análisis de la secuencia parcial del gen citocromo b (Stanley et al., 1994) y de 
cuatro microsatélites (Kadwell et al., 2001). Finalmente, esto derivó en el cambio de la 
clasificación de la alpaca, pasando a ser Vicugna pacos, inicialmente propuesto por 




La alpaca es una especie de gran importancia económica para el país ya que representa 
una fuente de carne y fibra para muchas familias. Según el Ministerio de Agricultura y 
Riego (Minagri) a través del IV Censo Nacional Agropecuario (Cenagro) del 2012, Perú 
es el mayor productor de fibra de alpaca en el mundo al contar con más de 3.6 millones 
de ejemplares, seguido de Bolivia. 
De acuerdo con información brindada por el IV Cenagro, las regiones que concentran la 
mayor población de alpacas son Puno (39.6%), Cusco (14.7%), Arequipa (12.7%), 
Huancavelica (8.3%), Apurímac (5.9%), Ayacucho (2.8%) y Pasco (1.8%) (información 
extraída de la página institucional del Minagri 
https://www.gob.pe/institucion/minagri/noticias/49289-el-peru-es-la-primera-potencia- 
mundial-en-produccion-de-fibra-de-alpaca). Estos datos demuestran la importancia de 
la producción de fibra de alpaca, siendo el principal sustento de más de 82 mil ganaderos 
y representando el 70% u 80% del ingreso familiar anual (FAO, 2008). 
Además de la fibra, la carne de la alpaca también es de suma importancia para el 
poblador andino ya que tiene un alto valor nutritivo con bajo contenido de grasa, la piel 
ideal para la industria de cuero y la sangre con una clase única de moléculas de 
inmunoglobulinas aptas para la producción de productos terapéuticos. Por dichas 
razones, la alpaca ha sido declarada Recurso genético del Perú, mediante Ley de 
promoción de mejoramiento genético y conservación de las razas de camélidos 
sudamericanos domésticos (Ley N° 28350). 
 
 
1.2. Aspectos reproductivos 
 
Los camélidos sudamericanos presentan características reproductivas propias, muy 
distintas a la de otros rumiantes. Presentan actividad sexual estacional entre diciembre 
y marzo con ausencia de ciclos estrales y un estado de receptividad sexual continua, la 
ovulación es inducida por el estímulo coital durante el cual la glándula pituitaria libera la 
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hormona luteinizante a la sangre, desencadenando la ovulación entre 30 a 72 horas 
post coito (Sumar et al., 1993). Además, el plasma seminal también cumple un rol en la 
ovulación a través del compuesto conocido como factor inductor de la ovulación; la 
gestación se desarrolla en más del 90% de los casos en el cuerno uterino izquierdo pese 
a que ambos ovarios son igualmente activos en el aporte de óvulos, con la posibilidad 
de una sola cría debido a la pequeña capacidad del tracto reproductor de la alpaca y 
con un periodo promedio de gestación de 11 meses, lo que resulta en el nacimiento de 
la cría en un estado avanzado de desarrollo y con mayor posibilidad de sobrevivencia 
en un medio inhóspito como el alto andino (Adams y Ratto 2013). 
Al igual que la hembra, el macho también presenta diferentes desventajas reproductivas 
o anomalías congénitas dando como consecuencia casos de infertilidad. Entre algunos 
de los defectos más comunes en el sistema reproductor del macho está la hipoplasia 
testicular caracterizada por la reducción del tamaño de uno o ambos testículos con poco 




1.3. Razas de alpaca 
 
La crianza de las alpacas se desarrolla en la región andina, particularmente en la zona 
central y sur a altitudes que van desde los 3800 hasta 5000 metros sobre el nivel del 
mar. Existen dos razas de alpacas en nuestro país, la Huacaya que representa el 80% 
del total de la población, 12% de la raza Suri y 8% de razas híbridas, las cuales 
presentan una alta diversidad genética y representan un importante ingreso económico 
a los pequeños productores pecuarios además de contribuir con la seguridad alimentaria 
y nutricional de estos (La Manna et al, 2011). Especímenes de la raza Huacaya se 
caracterizan por presentar el cuerpo cubierto totalmente con un vellón muy denso y de 
fibra pesada que les da apariencia esponjosa; en cambio, la raza Suri presenta el vellón 
más sedoso, lacio, ligeramente más fino y mucho más largo que los ejemplares de la 
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raza Huacaya. En cuanto a la proporción de los colores, se sugiere que es producto de 
la selección artificial ya que anteriormente el color de la fibra mayoritaria era el negro; 
dándose este cambio debido a la alta demanda de la fibra blanca por ser materia prima 




2. Células testiculares 
2.1. Células de la línea germinal 
 
Las células madre espermatogoniales (SSC, del inglés Spermatogonial Stem Cell) son 
diploides, se localizan en la membrana basal de los túbulos seminíferos (porción 
exocrina del testículo) y son las únicas células adultas pluripotentes del testículo con 
capacidad de autorrenovación y diferenciación a células germinales funcionales 
(Rafeeqi y Kaul, 2013). 
Las SSC son parte de un subgrupo de células germinales llamadas espermatogonias 
indiferenciadas, las cuales consisten en las de tipo A única (Asingle o As), pares de 
espermatogonias (Apaired o Ap), y cadenas de 4, 8 y 16 células (Aaligned o Aal). Existe 
un modelo que refiere a las SSC como las células espermatogoniales menos 
diferenciadas o As, son las más primitivas, las únicas que mantienen su pluripotencia y 
experimentan tanto la autorrenovación como la diferenciación, es decir, son aquellas 
que permanecen como células individuales en la membrana basal de los túbulos 
seminíferos (Huckins y Clermont, 1968). Luego, cuando éstas se dividen, sus células 
hijas migran lejos el uno del otro para formar dos nuevas células donde una de ellas 
renueva el suministro de las espermatogonias tipo A (patrón mitótico llamado división 
homónima), mientras que la otra se convierte en espermatogonia tipo B, cuyas células 
hijas migran hacia el lumen (compartimento adluminal) al cruzar la barrera 
hematotesticular, dejando el compartimento basal donde permanecen juntas 
conectados por un puente intercelular mediante una citocinesis incompleta (división 


















Figura 1. Células del epitelio seminífero (Fuente: Developmental Biology, 6th 
edition, Gilbert SF. 2000) 
Las espermatogonias del tipo B son las últimas células de la línea germinal en dividirse 
mitóticamente y son aquellas responsables de generar a los espermatocitos primarios, 
fácilmente reconocibles por su gran cantidad de citoplasma y núcleo con cromatina 
condensada en forma de hebras delgadas (Huckins y Clermont, 1968). Una vez 
finalizada esta fase proliferativa se da inicio a la fase meiótica a partir de las divisiones 
de los espermatocitos primarios que originan dos espermatocitos secundarios 
haploides; y es durante la profase larga de la meiosis I que se realiza una replicación 
completa del ADN para formar las tétradas, seguido de un cruce de cromosomas 
homólogos que garanticen la heterogeneidad genética de las células germinales 
resultantes. Posteriormente, los espermatocitos secundarios concluyen la segunda 
división meiótica al formar las espermátides, aún conectadas la una a la otra mediante 
puentes citoplasmáticos. Finalmente, se da la última fase denominada espermiogénesis, 
un proceso de diferenciación morfológica donde ocurre la maduración de las 
espermátides a espermatozoides, y en el cual intervienen activamente las células de 
Sertoli, un tipo celular importante del microambiente espermatogénico (Figura 1). 
Durante las divisiones de las espermatogonias tipo A1 a espermátides, las células se 
movilizan desde la membrana basal de los túbulos seminíferos hasta el lumen. Es por 
ello que cada tipo celular es encontrado en una capa particular del túbulo. 
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2.1.1. Células germinales en diferentes especies de animales 
 
Las células madre de la línea germinal masculina provienen de las células germinales 
primordiales (PGCs), las cuales migran de la capa ectodérmica a las crestas 
urogenitales durante las primeras etapas del desarrollo embrionario (Clermont y Perey, 
1957) y, tras la formación de los cordones seminíferos las PGCs pasan a ser llamadas 
gonocitos hasta los últimos periodos fetales o un poco después del nacimiento. 
Finalmente, la transformación de los gonocitos a SSCs se da durante la etapa pubertal; 
es decir, los gonocitos se mantienen en estado quiescente (arresto en la etapa G0/G1 
del ciclo celular) hasta el inicio de la madurez sexual. En el caso de los ratones macho 
dicha transformación ocurre entre los días 0 y 6 post parto (Huckins y Clermont, 1968; 
de Rooij y Russell, 2000), momento en el cual los gonocitos reanudan gradualmente la 
mitosis y migran del centro a la periferia de los túbulos seminíferos, alcanzando la 
membrana basal para dar lugar a la formación de las espermatogonias (Culty, 2009); en 
cambio, la transición de gonocitos a SSCs en otras especies no está completamente 
definido, pudiendo darse luego de un largo periodo de tiempo, meses en caso de los 
ganados, aproximadamente 3 meses para las ovejas, 4 meses luego del nacimiento 
para el toro (Pedrana et al., 2008; Borjigi et al., 2010; Sarma y Devi, 2012), 2 meses en 
caso del cerdo y chivos, o años en los humanos u otros primates (Byskov y Hoyer, 1994). 
Estudios sugieren la existencia de dos poblaciones diferentes de gonocitos en los 
testículos de ratón en la etapa neonatal, en donde una subpoblación toma directamente 
la vía de diferenciación, completando la primera ronda de espermatogénesis postnatal 
sin pasar por la autorrenovación, y otra subpoblación con la capacidad de 
autorrenovación que sería proveedora de un pool de espermatogonias As (A single) 
(Yoshida et al., 2006). Es así como las SSC (o As) bajo un balanceado proceso de 
autorrenovación y diferenciación regulado tanto por estímulos ambientales extrínsecos 
como por la expresión genética intrínseca específica de cada especie, son capaces de 
producir millones o billones de espermatozoides al día durante la vida adulta del macho 
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(Phillips et al., 2010). Por ejemplo, por día en el hombre adulto se generan 100 millones 
de espermatozoides y 1.6 billones de estas mismas células especializadas en el cerdo 
(Sharpe, 1994). Sin embargo, las SSC son un grupo celular muy reducido dentro de las 
células testiculares en las diversas especies. En roedores adultos, las poblaciones de 
espermatogonias indiferenciadas (As, Ap, Al) comprenden el 0.3% del total de células 
germinales en el testículo, del cual solo el 10% está representado por las As, es decir, 
las SSC comprende un estimado del 0.03% de las células germinales 
(aproximadamente 30 000 células por testículo), donde solo una porción de éstas es 
considerada “funcional” (Goel et al., 2007; Valli et al., 2015; p 
Existen nueve diferentes poblaciones de espermatogonias en la rata y el ratón, con las 
subclases del tipo A (Asingle o As, Apaired o Apr, Aaligned o Aal, A1, A2, A3, y A4), 
intermedio (In) y tipo B (Huckins, 1978), donde las SSC son consideradas As por ser del 
tipo más primitivo y no contener puentes intercelulares; estas a su vez se dividen a Apr, 
aquella espermatogonia destinada a la diferenciación. Las Apr bajo una serie de 
divisiones mitóticas se convierten en las espermatogonias Aal(4), Aal(8) y Aal(16), para 
luego diferenciarse a la espermatogonia A1 (sin división mitótica), seguido de cinco 
divisiones sincrónicas que darían lugar a las formas A2, A3, A4, intermedio (In) y 
espermatogonia B, la que a su vez entra a meiosis para convertirse en espermatocito 
primario, secundario, seguir con la producción de espermátides haploides y finalmente 
obtener espermatozoides (Griswold, 2016). En estos roedores se ha determinado que 
las espermatogonias indiferenciadas (As, Ap, Aal) tienen una morfología muy similar, 
sin embargo, es la transición de la espermatogonia Aal a A1 la que determina el inicio 
de la diferenciación, acompañado de cambios significativos en la morfología celular y en 
el comportamiento mitótico (Griswold, 2016). 
Si bien el proceso descrito es conocido en roedores como la rata y el ratón adulto, 
actualmente no se conoce con exactitud si el mismo proceso es conservado en otras 
especies de mamíferos machos. Sin embargo, se sabe que en la espermatogénesis de 
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Figura 2. Representación esquemática de la espermatogénesis en roedores (A) y humanos (B) 
(Fuente: Waheeb y Hofmann, 2011) 
los humanos y otros primates participan solo dos tipos de espermatogonias A, las Apale 
(Ap) que son las encargadas de autorrenovarse o de convertirse a las del tipo B y seguir 
con la diferenciación, y las Adark (Ad) que sirven como reserva de células madre y solo 
se dividen o transforman a tipo Apale en caso de una drástica reducción de 
espermatogonias como posterior a una irradiación o durante un tratamiento citotóxico; y 
es en los humanos que solo existe una generación de espermatogonia tipo B, lo que 
hace que la espermatogénesis sea menos eficiente que la de los roedores (Waheeb y 
Hofmann, 2011) (Figura 2). En cuanto a la relación de las células madre y la producción 
de espermatozoides diaria por gramo de tejido testicular en los ratones, el reducido 
grupo de espermatogonias indiferenciadas dada por el 0.3% de las células germinales 
(As, Ap y Aal) produce 40 millones de espermatozoides, una cantidad similar a la 
producida por las espermatogonias en los monos; en cambio la producción de 
espermatozoides en los humanos se reduce drásticamente (4.4 millones al día por 
gramo de tejido testicular) a pesar de ser producidas por una cantidad mucho mayor de 





Figura 3. Comparación de los grupos de células madre y producción de espermatozoides 
en el ratón, monos y el hombre (Fuente: Fayomi y Orwig, 2018) 
Por otro lado, en caballos y asnos se ha establecido que la espermatogonia Aal se 
diferencia a A1 y, esta a su vez produce a la espermatogonia A2, luego pasa a A3 para 
finalmente dar lugar a las del tipo B1 y B2 (Johnson, 1991; Chiarini-Garcia, et al., 2009). 
Además, morfológicamente las espermatogonias indiferenciadas (As, Ap, Aal) muestran 
un núcleo esférico y granular con poca heterocromatina; las espermatogonias A1, A2 y 
A3 presentan una ligera y finamente eucromatina granular, donde la heterocromatina se 
incrementa gradualmente de la espermatogonia A1 a la A3, mientras que las 
espermatogonias tipo B1 y B2 presentan un núcleo ovoide, una incrementada 
heterocromatina granular y nucleoplasma de aspecto granular (Costa et al., 2012) 
(Figura 4). En bovinos la clasificación de las espermatogonias tipo A es muy diferente, 
dividiéndose en BSC (células madre basales) de morfología redonda y con tres 
nucléolos irregulares similar a las espermatogonias As y Ap del ratón, ASPC (células 
madre espermatogoniales agregadas) de diferentes tamaños y CSPC (célula precursora 
espermatogonial comprometida), que representan a las células más grandes y con un 










2.1.2. Nicho de las SSC 
 
El nicho es el microambiente especializado dentro del testículo que provee estímulos 
externos que regulan el balance entre la autorrenovación, diferenciación, quiescencia y 
apoptosis de las SSC, comprendido por células circundantes a éstas (Spradling et al., 
2001). En mamíferos, las células de Sertoli son el principal contribuidor del nicho ya que 
representa un soporte estructural para las SSC y secreta diversos factores de 
crecimiento que median el progreso de la espermatogénesis. Sin embargo, también son 
importantes otras células somáticas que incluyen a las células mioides peritubulares, las 
cuales son de morfología aplanada y rodean la pared de los túbulos; y las células de 
Leydig, ubicadas al igual que las células mioides en el tejido intersticial, es decir, en el 
espacio que hay entre los túbulos seminíferos (Scadden, 2006). Otro factor probable 
sería la red vascular ya que se ha postulado la producción de nichos preferentemente 
adyacente a los vasos sanguíneos y el intersticio, particularmente asociados a los 
puntos de ramificación de los vasos sanguíneos (Yoshida et al., 2007), como el 
observado en reportes con verracos (cerdos macho destinados a la reproducción) 
(Campos-Junior et al., 2012). Sin embargo, este enunciado aún sigue en estudio (Figura 
Figura 4. Morfología de las células espermatogoniales indiferenciadas (Aund) y diferenciadas 
(tipo A1, A2, A3, B1 y B2) del padrillo (caballo semental destinado a la reproducción) (Fuente: 
Costa et al., 2012) 
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5). Adicionalmente, se ha determinado la naturaleza dinámica del nicho ya que los 
requerimientos para la autorrenovación de las SSC varían dependiendo de las etapas 
de la vida en los animales; donde los requisitos para la renovación intensiva durante el 
desarrollo neonatal contrastan a las condiciones para un estado más estable y 
ralentizado en la etapa adulta (Lord y Oatley, 2017). Es por ello que, con el fin de 
investigar la función biológica del nicho de las SSC se han realizado estudios de 
trasplante de SSC en ratones macho, obteniendo que al trasplantar SSC de ratones 
adultos a testículos de receptores infértiles jóvenes y adultos, el número y tamaño de 
las colonias formadas en los ratones más pequeños era diez y cuatro veces mayor, 
respectivamente. Si por el contrario se trasplantaban las células madre de los ratones 
más jóvenes a los adultos, se observaba que el número de colonias de SSC disminuía 
conforme mayor era la edad de los ratones receptores, sin diferencia significativa en el 
tamaño de las colonias formadas. Estos resultados corroboran el dinamismo del nicho, 
demostrando que en los animales más jóvenes éste es más accesible, soportan mejor 
la técnica del trasplante e indica que la edad es un factor determinante para el 
mantenimiento de la función de las células madre espermatogoniales, además de estar 
relacionado a la reducción de la fertilidad a medida que avanza el tiempo (Ryu et al., 
2006; Zhang et al., 2006). 
En la conformación del nicho se considera a las células de Sertoli como el principal 
regulador debido a la interacción directa que presenta con las células germinales, lo cual 
es sustentado por diversos estudios, donde en uno de ellos se obtiene un aumento de 
tres veces el número de SSC luego de trasplantar una población de células de Sertoli 
en los testículos de ratón, demostrando la influencia de estas células somáticas en la 
formación del nicho de las SSC después de la trasplantación (Oatley et al., 2011a). Otros 
estudios sugieren la importancia de la capacidad endocrina de las células que 
conforman el nicho, siendo la estimulación de la hormona gonadotropina (GnRH) la 
responsable de que la pituitaria anterior produzca y libere las hormonas folículo 
estimulante (FSH) y luteinizante (LH), las que a su vez regulan la función de las células 
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de Sertoli y Leydig, respectivamente. Es así que, Kanatsu-Shinohara y colegas 
encontraron que la inhibición de la liberación de la GnRH afecta negativamente la 
proliferación espermatogonial en los neonatos, mientras que en los adultos el efecto es 
contrario, es decir, se demuestra la importancia del rol de las gonadotropinas en la 
función del nicho, el cual varía dependiendo del estado de desarrollo del macho 
(Kanatsu-Shinohara et al., 2004b). Entonces, en respuesta a la acción de las 
gonadotropinas, las células de Sertoli de murinos y primates liberan factores de 
crecimiento como el factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF) y el factor de 
crecimiento fibroblástico 2 (FGF2), implicados en el mantenimiento de la población 
espermatogonial (Kanatsu-Shinohara et al., 2004b; Mäkelä et al., 2014), mientras que 
la activina A y la proteína morfogenética ósea 4 (BMP4) son encargadas de promover 
la diferenciación (Nagano et al., 2003). Por su parte, las células de Leydig y algunas 
células mioides producen el factor estimulante de colonias 1 (CSF1), el cual actúa en 
sinergia con el GDNF estimulando la autorrenovación de las SSC (Oatley et al., 2009). 
En otros estudios se observó una acumulación de espermatogonias Ap y Aal en 
regiones del túbulo seminífero adyacentes a grupos de células de Leydig, por lo que se 
sugiere la contribución de estas células en el nicho de las SSC, además de mantener la 
espermatogénesis y el desarrollo de las gónadas mediante la producción de la 
testosterona (Yoshida et al., 2007). Entre otras citoquinas, se ha demostrado que el 
factor inhibidor de leucemia (LIF) producido por las células mioides peritubulares, 
trabajaría junto al GDNF para estimular la proliferación de las SSC (Wang et al., 2014). 
Aún más, se sugiere que las células peritubulares también pueden producir GDNF, lo 
cual se analizó en ratones knockout para el gen Gdnf, obteniéndose una reducción de 
la fertilidad asociada a la edad en estos animales, probablemente a consecuencia de la 
reducción de la proliferación de espermatogonias indiferenciadas (Chen et al., 2016a). 
También se ha demostrado diferencias en cuanto a la existencia de receptores de la 
FSH y LH en las especies puesto que, en peces teleósteos las células de Leydig 
expresan no solo el receptor para la hormona luteinizante como en los vertebrados, sino 
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Figura 5. Nicho de las SSC (Fuente: Lord y Oatley, 2017) 
que además expresan receptores para la hormona folículo estimulante (García-Lopez 
et al., 2009; Chauvigné et al., 2014), pudiendo ésta actuar sobre las células de Leydig, 
estimulando la producción de andrógenos y factores de crecimiento como el transcrito 
del ligando Wnt no canónico (WNT5A) (Safian et al., 2018) y la insulina tipo 3 (INSL3) 







2.1.3. Marcadores de superficie celular e intracelular de las SSC 
 
Para conservar el material genético de una especie animal, entender las causas de la 
infertilidad masculina o desarrollar nuevas biotecnologías reproductivas, es necesario 
identificar los mecanismos de espermatogénesis en mamíferos; por ello se han realizado 
estudios in vitro de cultivos primario de células madre espermatogoniales de diferentes 
especies buscando aislar cantidad y pureza de estas células. Se identificaron 
marcadores específicos de SSC que permiten su aislamiento y caracterización, ayudan 
a monitorear los cultivos in vitro y dan a conocer si dichas células siguen manteniendo 
sus características o están iniciando la diferenciación hacia los espermatozoides 
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funcionales (Lee et al., 2013a). Sin embargo, a pesar de haberse identificado muchos 
marcadores de células germinales, no todos son específicos para SSCs; algunos 
también son expresados por espermatogonias indiferenciadas e incluso por 
subpoblaciones de células somáticas testiculares (Oatley y Brinster, 2008). En base al 
conocimiento sobre la función de las SSC, el cual muestra que es el único tipo celular 
capaz de restablecer la espermatogénesis luego de la trasplantación, se ha determinado 
que la técnica de trasplante es hasta el momento la más eficaz para distinguir las células 
madre espermatogoniales de las demás células de su progenie, validando los 
marcadores moleculares propuestos para los diferentes animales (Lord y Oatley, 2017). 
Los marcadores pueden ser detectados por técnicas de inmunohistoquímica en cortes 
histológicos, en preparaciones de láminas montadas de los túbulos seminíferos, 
inmunocitoquímica, Western blot, qPCR, xenotrasplantes, clasificación celular activada 
por fluorescencia (FACS), o mediante clasificación celular activada magnéticamente 
(MACS). Recientemente, se han identificado por inmunohistoquímica a ID4, PAX7, BMI1 
y EOMES como cuatro marcadores de expresión específica de espermatogonias As de 
ratón (Oatley et al., 2011b; Aloisio et al. 2014; Braun et al. 2017), GFRa1, NANOS2 y 
UTF1 se han visto restringidas a espermatogonias As, Apr y Aal4  (Suzuki  et  al.,  
2009; van Bragt et al., 2008); mientras que ZBTB16 (también conocido como el factor 
de transcripción PLZF), SALL4, LIN28, CDH1 y FOXO1 se expresan en todas las 
espermatogonias indiferenciadas (As, Apr y Aal) (Costoya et al., 2004; Hobbs et al., 
2012; Tokuda et al., 2007; Goertz et al., 2011; Gassei y Orwig, 2013). Uno de los 
marcadores de superficie más empleados para el aislamiento y enriquecimiento de las 
espermatogonias indiferenciadas es el receptor de membrana GFRa1, el cual ha sido 
descrito en ratón (Hofmann et al., 2005), verracos (Kuijk et al., 2009; Campos-Junior et 
al., 2012), gatos (Powell et al., 2011), monos (Hermann et al., 2009), humanos (Gassei 
et al., 2010) y, en un estudio pionero del 2012 se investigó la distribución y proporción 
de estas células en equinos, encontrando que la mayoría de ellas estaban localizadas 
en áreas adyacentes a los vasos sanguíneos de los túbulos seminíferos, mientras que 
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el análisis cualitativo y cuantitativo por Western blot mostró una prevalencia del 90% de 
células marcadas (GFRa1+) en el testículo de los sementales, sugiriendo que todos los 
subtipos de las espermatogonias indiferenciadas (As, Ap y Aal) expresan dicho receptor, 
dejando abierta posteriores investigaciones que evalúen posibles cambios en la 
producción de GDNF (ligando de GFRa1) por las células de Sertoli a través de las etapas 
del epitelio seminífero que influya en estos resultados (Costa, 2012). Entre otros 
marcadores, la expresión de las moléculas de adhesión celular α6 e integrina β1 también 
han sido detectadas en la población de espermatogonias indiferenciadas de ratón y 
ratas, y recientemente se ha registrado la expresión de integrina β1 en las SSC de 
alpaca adulta (Valdivia et al., 2019b), donde la proteína cumple un papel importante en 
la célula debido a su unión a la laminina presente en la membrana basal de los túbulos 
seminíferos luego de realizarse un trasplante (Kanatsu-Shinohara et al., 2008). Además, 
cadherina 1 (Cdh1), CD9 y la molécula de adhesión de células epiteliales (EpCAM) son 
expresadas en espermatogonias indiferenciadas, siendo las dos últimas originalmente 
clasificadas como marcadores de superficie de células madre embrionarias, donde CD9 
a pesar de también ser expresadas por células germinales diferenciadas y células 
somáticas, conduce a un enriquecimiento siete veces mayor de SSC en roedores 
(Kanatsu-Shinohara et al., 2004a). Entre los antígenos de superficie de las SSC de ratón 
está THY1 (previamente conocido como CD90), el cual se encuentra anclado a la 
glicoproteína glicosilfosfatidilinositol y es el primer marcador de superficie de 
espermatogonias indiferenciadas empleado en roedores, humanos y primates no 
humanos (Kubota et al. 2003); tiene gran capacidad de enriquecimiento en comparación 
con otros marcadores llegando a ser de 30 veces (Kanatsu-Shinohara et al., 2004a), 
además de expresarse en gonocitos y SSCs de ganado bovino (Reding et al., 2010), 
cerdos (Zheng et al., 2013a) y chivos (Wu et al., 2013; Abbasi et al., 2013), corroborando 
a THY1 como un marcador de superficie conservado entre especies. La hidrolasa L-1 
de ubiquitina carboxilo terminal (UCHL1 o también conocido como PGP9.5) ha sido el 
primer marcador detallado en espermatogonias y células de Sertoli de ratón (Kon et al., 
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1999), mientras que en testículos pre púberes de cerdos, carneros, toros, búfalos, 
chivos, monos y humanos (Rodriguez-Sosa et al., 2006; Von Kopylow et al., 2010; 
Heidari et al., 2012; Zheng et al., 2013a) solamente es expresado por gonocitos y 
espermatogonias As y Ap, por lo que es considerado un marcador citoplasmático óptimo 
de células germinales masculinas pre meióticas (Kon et al. 1999) al igual que la proteína 
dedos de zinc de leucemia promielocítica (PLZF) expresada en el núcleo de las 
espermatogonias indiferenciadas y gonocitos de ratón (Buaas et al, 2004; Costoya et 
al., 2004), conejos (Hermann et al., 2010), cerdo, oveja (Borjigin et al., 2010), chivo 
(Song et al., 2013), bovino, equinos (Costa et. al., 2012), primates (Hermann et al., 2009) 
y recientemente identificada en alpacas mediante la técnica de qPCR (Valdivia et al., 
2019b). Este marcador intracelular es altamente conservado en mamíferos y es esencial 
para el mantenimiento y autorrenovación de las SSC, co expresándose con OCT4 
(también conocido como POU5F1, marcador intracelular de células madre primitivas, 
relacionado a la pluripotencia) y actuando como represor de los genes de diferenciación 
Kit y Crtc1. A diferencia de la mayoría de los marcadores que se han encontrado 
expresados en células germinales de ratón, la lectina Dolichos biflorus agglutinin (DBA) 
no se expresa en este roedor y tampoco muestra consistencia en las especies 
domésticas ya que su expresión es variada según la especie y la etapa de desarrollo en 
que se encuentran. Es así que, se ha evaluado la reacción de las células germinales a 
la lectina mediante el reconocimiento de residuos α-N-acetilgalactosamina (αGalNAc) 
presentes en la superficie celular, encontrando un marcaje de las células germinales 
primitivas y gonocitos del verraco (Goel et al., 2007), así como de las espermatogonias 
indiferenciadas (principalmente As) de equinos (Verini-Supplizi et al., 2000; Ha et al., 
2003), células redondas DBA+ de testículos de alpaca adulta donde se discrimina las 
SSC o As (strong DBA o sDBA+) de las espermatogonias en vías de diferenciación 
(weak DBA o wDBA+) según intensidad de marcaje analizadas por citometría de flujo 
(Valdivia et al., 2019a), y una fuerte expresión de DBA en gonocitos y espermatogonias 
tipo A presentes en testículos de búfalos y bovinos pre púberes (Goel et al., 2010, 2011; 
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Fujihara et al., 2011); sin embargo, aunque el marcador podría ser empleado para 
caracterizar gonocitos y espermatogonias de algunos animales grandes, este no sería 
el caso de la oveja debido a que la expresión del DBA no se puede diferenciar en las 
células germinales en ninguna de sus etapas de desarrollo (Borjigin et al., 2010). Si bien 
la búsqueda de marcadores que enriquecen la población de SSC se han centrado 
principalmente en el ratón, se ha determinado que las expresiones de algunos 
marcadores están relativamente conservadas entre roedores, monos y humanos como 
THY1, PLZF, GFRa1, UTF1, SALL4, LIN28, ITGA6 (Eildermann et al., 2012; Aeckerle 
et al., 2012); otros como el SSEA4 solo entre humanos y monos; e ID4, un marcador 
intracelular exclusivo de SSC, es conservado entre roedores y humanos (Zheng et al., 
2014). Otro marcador conservado es el c-kit (receptor del factor de células madre, SCF) 
expresado en espermatogonias diferenciadas que indica la transición a la 
espermatogonia A1 en roedores, a B1 en primates no humanos y a la espermatogonia 
B en humanos (Valli et al., 2014). 
Así como estos marcadores de células de la línea germinal, existen muchos más cuya 
expresión varía de acuerdo con las especies y a la edad de éstas. Como tal, se requiere 
más investigación para poder establecer nuevos marcadores biológicos específicos 
para las SSC, que faciliten su caracterización y aislamiento. 
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2.1.4. Métodos de identificación de SSC 
 
Existe gran dificultad en la eficiencia de la identificación de las SSC debido a la 
información limitada de sus marcadores biológicos, sin embargo, se han desarrollado 
métodos con la capacidad de validarlos, siendo algunos de ellos la tinción 
inmunohistoquímica, citometría de flujo, microscopía de fluorescencia, empleo de RT- 
PCR, trasplantación celular, entre otras. 
 
 
- Citometría de flujo 
 
Esta técnica permite el análisis simultáneo y rápido de miles de células por segundo, 
permitiendo determinar el fenotipo y función de cada una de ellas para clasificarlas en 
diferentes poblaciones. El principio que sigue esta tecnología es similar a la tinción por 
inmunohistoquímica donde el anticuerpo a emplearse es marcado con un fluorocromo, 
el cual es incubado con el componente celular, en este caso las células testiculares. 
Durante el análisis, las células suspendidas en un medio líquido pasan en fila a través 
de un rayo de luz láser, donde las señales de fluorescencia de las células 
espermatogoniales son transformadas a señales eléctricas y son analizadas la 
dispersión de luz e intensidad de fluorescencia. Existen diversos anticuerpos específicos 
hacia los marcadores de las SSC que son conjugados con un colorante como el 
isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina, aloficocianina, etc (Kanatsu-Shinohara 
et al., 2005) que al interaccionar con la luz láser y emitir una determinada intensidad de 
fluorescencia hace posible la caracterización y cantidad de las poblaciones celulares, 
las cuales se ven representadas en las gráficas resultantes. Esta técnica es muy usada 
en diversos campos científicos, representando una opción viable para la identificación 
de las SSC (He et al., 2015). 
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- Microscopía de fluorescencia 
 
La herramienta empleada es un microscopio óptico convencional al que se le adapta un 
accesorio de iluminación llamado fluorescencia logrando observar imágenes por óptica 
convencional o también denominado campo claro, además de una observación por 
contraste con fluorescencia. Esta técnica específica y altamente sensible hace uso de 
fluorocromos, los cuales pueden acoplarse químicamente a anticuerpos que reconocen 
moléculas específicas en las células, pudiéndose estudiar también diversos procesos 
celulares, visualizar partes de una célula o diferenciar partículas muy pequeñas. 
Mediante la excitación de los fluoróforos (parte del fluorocromo que emite fluorescencia) 
con una luz de una determinada longitud de onda se genera el movimiento de un 
electrón a un estado de mayor energía, liberándose luz de una longitud de onda mayor, 
menor energía y color diferente a la luz absorbida. La luz de excitación atraviesa el filtro 
de mismo nombre, el cual selecciona las longitudes de onda capaces de excitar un 
fluoróforo particular dentro de la muestra, y la luz emitida es filtrada para llegar al 
detector y lograr la digitalización de la imagen De esta manera se logra determinar la 
distribución de una molécula en particular, así como su cantidad y localización dentro 






Se extrae el RNA de las SSC seguido de la retrotranscripción a cDNA, el cual es 
amplificado por PCR acompañado de primers para marcadores específicos de células 
madre. En un trabajo reciente, los resultados de la amplificación de la PCR confirman la 
presencia de las SSC de alpaca adulta debido a la expresión de genes como Plzf o 
integrina β1 que promueven su mantenimiento y autorrenovación, mientras que el 
transcrito de la proteína ribosomal Rplp0 puede emplearse como gen de referencia o 
housekeeping dado que su expresión es estable en tejidos gonadales de la alpaca 
macho (Valdivia et al., 2019b). Es también a partir de los resultados de la amplificación 
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que se logra determinar la calidad y cantidad de las SSC, representando una técnica 




- Trasplante de SSC 
 
Esta técnica es considerada una herramienta de gran validez para la identificación 
funcional de las SSC in vivo ya que las células madre funcionales de un individuo 
donador podrían ser capaces de trasplantarse a la membrana basal de los túbulos 
seminíferos de los testículos de un receptor infértil y restablecer la espermatogénesis 
siempre que no existan barreras filogenéticas entre dichos individuos y tomando en 
cuenta que previo al trasplante es necesario el establecimiento de un sistema de 
cultivo in vitro de las células madre espermatogoniales con el que se logre proliferar y 
mantener la estabilidad celular por un largo período de tiempo (Brinster y Zimmermann, 
1994). 
Diversos trabajos demuestran que el trasplante de SSC de ratones y ratas a ratones 
infértiles puede reiniciar la espermatogénesis y finalmente generar espermatozoides 
funcionales en los hospederos (Brinster y Zimmermann, 1994; Jiang y Short, 1995; 
Ogawa et al., 1999), abriendo las puertas a estudios sobre el potencial de las SSC de 
animales mayores para colonizar y proliferar en los testículos de receptores con 
problemas de fertilidad. Es así que, reportes de xenotrasplantes han dado a conocer 
que las SSC de especies domésticas son capaces de proliferar en testículos de ratones, 
pero sin lograr restablecer la espermatogénesis probablemente debido a la disparidad 
filogenética existente (Oatley et al., 2002; Kim et al., 2006), a excepción de especies 
cercanamente relacionadas como la rata y el ratón. Sin embargo, en casos de 
alotrasplante de SSC de bovinos, chivos, verracos, ovejas y perros sí ha sido posible 
obtener además de la colonización de las SSC, la producción de espermatozoides 
funcionales (Herrid et al., 2006; Kim et al., 2008). En este procedimiento han sido 
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empleados ratones mutantes o tratados con inyección de busulfan (agente citotóxico 
que elimina las células germinales endógenas) como receptores a quienes se les 
trasplanta células germinales que llevan genes reporteros como la proteína verde 
fluorescente (GFP) a través del conducto eferente (Johnston et al., 2000); de esta 
manera se examina si las células trasplantadas son capaces de restaurar la fertilidad, 
corroborando la naturaleza de las SSC como el único tipo celular con la capacidad de 
repoblar las colonias luego de la trasplantación. 
De esta manera se tiene que la técnica de trasplante es empleada para la identificación 
de SSC, para la restauración de la fertilidad masculina, generación de animales 
transgénicos y la evaluación de posibles marcadores. Sin embargo, el uso de esta 
herramienta biológica es costosa y requiere más tiempo de trabajo, por lo que sigue en 




2.1.5. Métodos de purificación y enriquecimiento de SSC 
 
Dado que la cantidad de SSC en las diferentes especies es muy limitada, es necesario 
lograr su aislamiento y enriquecimiento con una alta viabilidad y pureza para 
posteriormente cultivarlas o manipularlas. Para ello, es importante el conocimiento del 
fenotipo de las SSC en el cual se basan las técnicas de enriquecimiento MACS y FACS; 
mientras que las técnicas físicas como el plaqueo diferencial, la selección con matrices 
extracelulares o el empleo de gradientes de centrifugación se basan en características 
biológicas como el tamaño, densidad o el tipo de crecimiento de las SSC. Además, 
trabajos con células testiculares de bovino han demostrado que la combinación de dos 
o más de estas técnicas de enriquecimiento es capaz de aumentar significativamente la 
pureza de las espermatogonias (Herrid et al., 2009), lo que ha llevado a seguir 
estudiando las mejores combinaciones de los métodos para los diferentes casos. 
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- Clasificación celular activada magnéticamente (MACS, del inglés Magnetic 
Activated Cell Sorting) 
 
Es un tipo de separación celular basado en el uso de esferas superparamagnéticas 
acoplados a anticuerpos específicos a marcadores biológicos de las células de interés. 
La población celular heterogénea pasa a través de una columna conformada por una 
matriz de esferas ferromagnéticas y a su vez, esta es colocada sobre un magneto que 
actúa atrayendo a las esferas con las células unidas a ellas. De esta manera, las células 
no marcadas fluyen libremente y las de interés quedan retenidas en la columna, las 
cuales son removidas y posteriormente lavadas para ser cultivadas. Esta técnica es 
actualmente empleada en procesos de reproducción asistida, donde las esferas son 
conjugadas a anexina-V permitiendo la separación de espermatozoides apoptóticos 
(anexina-V positivo) de los no apoptóticos que fluyen de la columna y conforman la 
fracción negativa a anexina-V (Makker et al., 2008). 
 
- Clasificación celular activada por fluorescencia (FACS, del inglés 
Fluorescence Activated Cell Sorting) 
 
Es un tipo especializado de citometría de flujo empleado para clasificar una mezcla 
celular heterogénea como las células testiculares en diferentes contenedores, 
basándose en la deflexión electrostática de gotas cargadas y en el cual un mecanismo 
de vibración hace que el flujo de las células en suspensión se rompa en gotas logrando 
obtener células individuales, a las cuales se les asignan un tipo de carga según la 
fluorescencia presentada. Las gotas pasan a través de un sistema de deflexión 
electrostática conformada por dos placas cargadas que las desvían hacia la placa con 
polaridad opuesta, de modo que cada tipo de gota es recolectada en distintos tubos para 
posteriormente poder ser cultivadas (Naeem et al., 2017). 
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- Plaqueo diferencial y matrices extracelulares 
 
Este método se basa en las propiedades adhesivas de las células. A diferencia de las 
SSC, las células somáticas como las células de Sertoli, Leydig y células peritubulares 
se adhieren más rápidamente a las placas de cultivo, además de tener afinidad por la 
gelatina y lectinas, dejando a las SSC en el sobrenadante y haciendo factible la 
separación celular. En cambio, los receptores α y β integrina de las SSC se unen 
eficientemente a la laminina (proteína de la lámina basal de los tejidos epiteliales en los 
vertebrados), lo que resulta en una selección positiva de células madre (Binsila et al., 
2018), dejándolas adheridas en las placas. Además de la afinidad de las SSC por la 
laminina, se ha registrado que éstas se adhieren a las células alimentadoras como las 
células de Sertoli luego de que éstas últimas se adhieran a las placas de cultivo in vitro, 
demostrando que esta técnica es capaz de eliminar a las células somáticas; sin 
embargo, si el tiempo de adherencia no es juzgado correctamente y la recolección de 
las células germinales no se da en el momento preciso, es posible perder cantidades de 
SSC con alta actividad. Aunque esta técnica es bastante empleada por su inocuidad y 
eficacia en la obtención de una alta pureza de células germinales, el enriquecimiento 
puede tardar varias horas o días dependiendo de la especie trabajada, haciendo que las 
propiedades de las células puedan cambiar durante el periodo de cultivo in vitro (Shikina 




- Gradientes de densidad 
 
Este método permite separar células y partículas subcelulares en función de su 
densidad, para lo cual se emplean gradientes de densidad continuas o discontinuas y 
una centrífuga convencional. Las gradientes continuas se generan con un formador de 
gradiente o al centrifugar a velocidades elevadas, mientras que las gradientes 
discontinuas como el Percoll y el Ficoll se forman superponiendo capas de mayor a 
menor densidad, con la suspensión de células testiculares colocadas por encima de 
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todas las fases. Las diferentes poblaciones celulares sedimentan hasta alcanzar aquella 
posición en la que su densidad iguala a la del medio (sedimentación isopícnica), por lo 
que las SSC quedan retenidas en una determinada fracción la cual es retirada y lavada 
para poder cultivarse (Izadyar et al., 2002). La gradiente de densidad está conformada 
por polímeros de elevado peso molecular como dextranos, Ficoll o Percoll, a su vez 
conformado por partículas de sílice coloidales y polivinilpirrolidona (PVP); y por un medio 
soluble en agua, inerte, que no sea viscoso a concentraciones elevadas ni ejerza mucha 
presión osmótica en disolución y sobre todo que no sea tóxico para las células. Sin 
embargo, el tiempo de centrifugación requerido para que las células sean separadas 





2.1.6. Mecanismos moleculares reguladores de la autorrenovación y 
mantenimiento de las SSC en mamíferos 
El factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF) secretado principalmente por 
las células de Sertoli y algunas células peritubulares es el primer factor de crecimiento 
que ha demostrado cumplir un papel esencial en la regulación de la autorrenovación de 
las SSC y el mantenimiento de la espermatogénesis. En ratones transgénicos, una 
sobreexpresión del gen Gdnf desarrolla una autorrenovación anormal de las células 
madre espermatogoniales con excesiva cantidad de éstas en los túbulos seminíferos; 
por el contrario, ratones knockout para el gen Gdnf muestran reservas agotadas de SSC 
y defectos en el proceso de autorrenovación, corroborando así la importancia de dicho 
factor (Meng et al., 2000). Sin embargo, son muchas las moléculas que intervienen en 
los procesos de autorrenovación y diferenciación de las SSC, por lo que se han 
implementado y estudiado sistemas in vitro que permita obtener una población celular 
considerable para examinar directamente los efectos de la pérdida de función de una 
molécula específica sobre las funciones de las células madre espermatogoniales, lo que 
combinado con la técnica del trasplante proporciona información puntual. Dado que 
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GDNF ha sido identificado como un factor esencial en las funciones de las SSC, se han 
realizado estudios del perfil de expresión génica basado en microarrays para identificar 
genes regulados por la estimulación de GDNF presente en los cultivos celulares, 
demostrando la participación de numerosos factores de transcripción y la regulación 
negativa de genes involucrados en la diferenciación de espermatogonias (Naughton et 
al., 2006). 
Experimentos in vitro con SSC de ratón mostraron que la proliferación de éstas es 
dependiente de dos vías de señalización (Braydich-Stolle et al., 2007; Lee et al., 2007). 
La unión del dímero de GDNF a su complejo receptor GFRA1/RET (receptor alfa 1 de 
GDNF/tirosin quinasa c-RET) induce la fosforilación de la familia de protein kinasas SRC 
(SFKs), seguido de la fosforilación de PI3K (fosfatidilinositol 3-kinasa) para finalmente 
activar la vía de señalización PI3K/Akt, la que influye en la sobrevivencia y proliferación 
de las SSC, inhibición de la apoptosis (Oatley et al., 2007) y regulación de Foxo1, un 
factor de transcripción con influencia en c-RET (Goertz et al., 2011). Adicionalmente, la 
vía GDNF/SFK permite la regulación de la expresión de genes que codifican factores de 
transcripción importantes para la autorrenovación de las SSC, tales como Etv5, Bcl6b, 
Lhx1, Id4 (Oatley et al., 2007) y Pou3f1 (Wu et al., 2011), cuyas funciones fueron 
demostradas usando RNAi y la técnica de trasplantación de espermatogonias, donde 
resalta Etv5 debido a que regula la expresión de genes como c-Ret, Bcl6b, Brachyury, 
o microRNA-21 (miR-21), siendo la función de este último el de prevenir la apoptosis de 
SSCs (Niu et al., 2011). 
Además del factor de crecimiento GDNF que regula diversos factores de transcripción 
en la población de espermatogonias indiferenciadas, FGF2 es otro factor importante en 
la autorrenovación de las SSC, siendo la responsable de activar la vía MEK (Mapk1/3) 
y regular la expresión de Bcl6b, Etv5 y Lhx1 (Ishii K et al., 2012). Sin embargo, este 
factor también producido por las células de Sertoli por sí sola no es capaz de mantener 
la autorrenovación de las SSC in vitro, pero la adición de FGF2 en el medio de cultivo 
con GDNF presente sí puede promover el proceso de autorrenovación, sugiriendo que 
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FGF2 aumenta la sensibilidad a la señal de GDNF al mejorar la expresión de genes 
regulados por GDNF (Takashima et al., 2015). Un efecto similar es observado al añadir 
el factor estimulante de colonias (CSF1) al medio de cultivo, registrando una mejora en 
el proceso de autorrenovación de las SSC siempre que GDNF está presente (Oatley et 
al., 2009). 
Existen otros factores de transcripción también involucrados en el mantenimiento del 
estado indiferenciado de las células madre espermatogoniales que, a diferencia de los 
anteriormente mencionados, actúan independientemente de GDNF, tales como Plzf, 
TATA-box Binding Protein Associated Factor 4b (Taf4b) y la proteína de retinoblastoma 
(Rb1) (Oatley et al., 2006). Entre ellos destaca Plzf, un represor transcripcional conocido 
por estar involucrado en la regulación de la progresión de la fase G1 a S del ciclo celular 
de las células madre hematopoyéticas (Vincent-Fabert et al., 2016). En los testículos la 
expresión de Plzf no es específica de las SSCs sino que se da en toda la población de 
espermatogonias indiferenciadas, sin embargo, su expresión es indispensable para el 
mantenimiento de las SSC (Costoya et al., 2004) y actúa como represor de genes 
implicados en la diferenciación como c-kit, Cyclin D1 (Ccnd1) y mTorc1. Además, el 
factor Plzf puede inducir la expresión de Redd1, un inhibidor de mTorc1 encargado de 
desregular la expresión de los componentes del receptor de GDNF (Hobbs et al., 2010), 
por lo que la inactivación de este factor al igual que Taf4b y Rb1 resulta en la reducción 
de reserva de SSC (Lovasco et al., 2015). A la fecha, aún no se han esclarecido los 
mecanismos por lo que otros componentes como el factor de crecimiento epidermal 
(EGF) influencia en la autorrenovación y sobrevivencia de las SSC; sin embargo, los 
estudios se centran especialmente en los procesos de los mamíferos. 
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2.1.7. Mecanismos moleculares reguladores de la diferenciación de las SSC 
en mamíferos 
Los mecanismos de diferenciación de las SSC no han sido tan estudiados como los 
mecanismos de autorrenovación, por lo que se conoce poco acerca de los factores 
participantes. Sin embargo, se ha reportado al ácido retinoico (metabolito de la vitamina 
A) como un componente con la capacidad de diferenciar las espermatogonias 
indiferenciadas a las del tipo A1 in vitro (Schrans-Stassen et al., 1999). 
Estudios con cultivos de células testiculares de ratón demuestran que el ácido retinoico 
activa la transcripción de Stra8 y Sall4 y actúa favoreciendo la expresión de los genes 
de diferenciación como kit, Sohlh1 y Sohlh2, mientras que inhibe la expresión del gen 
Plzf (Gely-Pernot et al., 2015). Además, se ha reportado que el ácido retinoico regula la 
expresión de genes de histonas centrales dependiente de la replicación, donde durante 
el proceso de diferenciación espermatogonial el estado de cromatina nuclear cambia 
significativamente y se regula con precisión la expresión de diversas proteínas de unión 
al ADN y ARN (Chen et al., 2016b). 
 
 
2.2. Células de Sertoli 
2.2.1. Fisiología 
 
Son células somáticas que forman parte del conjunto de células testiculares, se 
encuentran apoyadas en la membrana basal de los túbulos seminíferos y su citoplasma 
se extiende hasta el lumen o luz del túbulo (donde se liberan los espermatozoides), 
siendo esta disposición la responsable de que las células de Sertoli sean capaces de 
interactuar de forma dinámica con las células mioides, con otras células presentes en el 
compartimiento intersticial, incluyendo las células de Leydig, así como con las diversas 
generaciones de las células de la línea germinal (Wheater, 1979). La porción apical de 
esta célula somática se asocia a espermátidas en procesos de maduración y 
espermatozoides, su superficie lateral envía procesos alrededor de espermatocitos y 
espermátidas tempranas; mientras que la base se encuentra en contacto con las 
45  
espermatogonias, proporcionando soporte estructural y metabólico para la proliferación 
y diferenciación de éstas; por lo que comúnmente son llamadas células nodrizas, células 
alimentadoras, células sustentaculares o células de sostén (Berensztein, 1998). Su 
citoplasma contiene abundante retículo endoplasmático liso y rugoso, mitocondrias, 
aparato de Golgi y lisosomas que participan en el proceso de digestión de cuerpos 
residuales liberados durante el proceso de maduración de las espermátides a 
espermatozoides (espermiación), además de la digestión de las células germinales 
degeneradas (Steinberger et al., 1977). Estas células de mamíferos ocupan un volumen 
aproximado de 2000 a 7000 µm3 dentro del epitelio seminífero, con un núcleo de forma 
alargada u ovoide que varía entre 250 a 850 µm3 ubicado en la parte basal de la célula, 
tienen una membrana nuclear invaginada, un nucleoplasma relativamente homogéneo 
y un nucléolo en tres partes, lo cual es evidenciado en el microscopio electrónico 
(Steinberger et al., 1977). 
Gracias a la observación de exclusión de colorantes, marcadores electrodensos y otras 
moléculas pequeñas de los túbulos seminíferos en animales adultos, se propuso la 
existencia de una barrera semipermeable entre la sangre periférica y los testículos 
(Fawcett, 1970). Más adelante, se demostró que dicha barrera hematotesticular estaba 
constituida por complejos de unión estrecha (tight junctions) de las células de Sertoli, 
célula-célula localizados en la porción basal del epitelio seminífero, marcando de esta 
manera la entrada progresiva a la pubertad (Plöen y Setchell, 1992), etapa en la cual 
las células de Sertoli dejan de dividirse y se inicia la actividad meiótica del espermatocito 
primario. De esta manera, el microambiente testicular es separado en dos 
compartimentos, el basal que contiene las células germinales premeióticas 
(espermatogonias y espermatocitos pre leptoténicos) y el adluminal conteniendo las 
células germinales meióticas y post meióticas (espermatocitos en estadíos más 
avanzados de la meiosis, espermátides y espermatozoides) (Dym y Fawcett, 1970) 
(Figura 6). 
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Figura 6. Ilustración de las uniones estrechas entre células de Sertoli que dividen el epitelio 
seminífero en un compartimiento basal y otro adluminal (Fuente: Fawcett DW en Handbook of 
Physiology, 1975). 
Tras la división meiótica es necesario un aislamiento celular adecuado ya que no solo 
existen las espermatogonias (presentes desde el nacimiento) en el testículo, sino que 
también se hacen presentes los espermatocitos y espermátidas durante la pubertad, 
haciéndose factible la generación de autoanticuerpos frente a las células germinales 
(Malkov et al., 1998). Es así como la barrera hematotesticular cobra importancia al evitar 
que proteínas desconocidas de los espermatozoides lleguen al torrente sanguíneo y el 
sistema inmune cree anticuerpos contra estos, pudiendo ser una causa de esterilidad 
masculina. A su vez, esta barrera formada también por uniones GAP, impide la entrada 
de las células del sistema inmune como macrófagos, células dendríticas o células T a 
alguno de los dos compartimentos de los túbulos seminíferos, protegiendo de esta 






2.2.2. Otras funciones 
 
Algunas de las funciones de las células de Sertoli fueron ya mencionadas, como la 
promoción normal de la espermatogénesis con el soporte estructural del epitelio 
seminífero, protección y nutrición de las espermatogonias; formación de la barrera 
hematotesticular, desplazamiento de las células germinales con la liberación final de los 
espermatozoides hacia la luz del túbulo, fagocitosis de las células germinales en 
degeneración y del citoplasma excedente liberado por las espermátides durante el 
proceso de maduración (Bustos-Obregon, 1970; Kierszenbaum, 1994). Además de ello, 
la función secretora es de gran relevancia ya que son las encargadas de secretar una 
considerable cantidad de proteínas, las cuales constituyen la base molecular de las 
interacciones de las células de Sertoli (Griswold, 1995; Griswold, 1988). Estos productos 
proteicos son secretados en determinadas direcciones, donde las proteínas destinadas 
a interactuar con las células germinales adluminales o el epidídimo son secretadas 
apicalmente; mientras que aquellas encargadas de controlar a las células germinales 
tempranas, las células mioides y a las células de Leydig son secretadas basalmente 
(Weiss, 1986). 
Esta función abarca tanto la producción de fluidos del túbulo seminífero como la 
producción de más de 100 proteínas diferentes, siendo las más resaltantes la proteína 
ligadora de andrógenos o ABP (androgen binding protein), la transferrina, la hormona 
antimulleriana o AMH (anti-mullerian hormone), la inhibina, la gamma glutamil 
transpeptidasa, además de proteasas como la aromatasa, el activador de 
plasminógeno y también de componentes de la matriz extracelular y factores asociados 
a la proliferación celular (Jégou, 1992). 
 
 
Se presenta algunas de las principales sustancias secretadas: 
 
- Proteína ligadora de andrógenos (ABP) 
 
Es una proteína que une esteroides androgénicos con una alta afinidad y es secretado 
al lumen de los túbulos seminíferos para finalmente ser transportado al epidídimo 
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(Means et al., 1976). Inicialmente, fue encontrada en el citosol de éste (Ritzen, 1971); 
sin embargo, estudios posteriores demostraron que el testículo también contenía dicha 
proteína termoestable (Hansson et al., 1974, 1975; Vernon et al., 1974) y que su origen 
era testicular, específicamente que provenía de las células de Sertoli (Steinberger et al., 
1975: Fritz et al., 1978: Tindall et al., 1977, 1983). La proteína ABP ha sido encontrada 
en especies como el conejo, ratón, carnero, chivo, perro, mono, bovino y el hombre 
(Tindall et al., 1980) y se ha detallado que se une a la testosterona, para luego 
transportarla en el fluido del túbulo al epidídimo. La testosterona una vez liberada del 
ABP, es convertida a DHT (dihidro testosterona, andrógeno más potente) por la enzima 
SRD5A1 y 2, siendo un paso importante ya que dicha hormona participa en la 
maduración de los espermatozoides en el epidídimo. De esta manera, a pesar de que 
aún faltan más investigaciones para determinar con precisión las funciones y modo de 
acción de esta proteína, se ha propuesto a la ABP como una molécula transportadora 




Es una proteína presente en todos los mamíferos, su secreción es estimulada por la 
hormona folículo estimulante (FSH) o AMPc y funciona como transportadora de hierro 
(Skinner y Griswold, 1980). Se propuso a las células de Sertoli como parte de un sistema 
de lanzadera de hierro, diseñado para transportar iones férricos alrededor de las uniones 
estrechas y finalmente suministrarlas a las células germinales del compartimente 
adluminal, donde el hierro es un elemento crucial para el crecimiento de espermatocitos 
secundarios y espermátides tempranas (Sylvester, 1993). 
 
 
- Hormona Antimülleriana (AMH) 
 
Es una glicoproteína dimérica, pertenece a la familia del factor de crecimiento 
transformante β (TGFβ) y es producida por células de Sertoli inmaduras (fetal- 
prepuberal), siendo un marcador distintivo de la célula de individuos prepúberes. Es 
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responsable de la regresión del ducto Müller, la que desarrollaría el tracto reproductivo 
femenino y regula la producción de andrógenos por las células de Leydig (Grinspon et 
al., 2010). En menor grado, esta hormona endocrina también es sintetizada por células 
de Sertoli maduras y células de la granulosa; es estimulada por la FSH e inhibida por 
adrógenos, cuya regulación examinada a nivel transcripcional demuestra que los 




- Inhibina y activina 
 
La inhibina es una glicoproteína dimérica soluble en agua, con función endocrina y 
encargada de inhibir selectivamente la síntesis y secreción de FSH, lo cual fue 
demostrado por diversos autores en estudios hechos en rata (Steinberger A. y 
Steinbenger E., 1976; Chowdhury et al., 1978; De Jong et al., 1979). Existen dos formas 
bioactivas de esta proteína, la inhibina A (αβA) y B (αβB), siendo esta última la forma 
circulante en el hombre y la que se produce en los testículos, principalmente por las 
células de Sertoli (O’Connor y de Kretser, 2004). La expresión y secreción de la inhibina 
B cambia durante el transcurso de la vida, encontrando en el suero un pico alto de 
secreción poco después del nacimiento, probablemente reflejando la actividad 
proliferativa de las células de Sertoli; es decir, la producción de esta proteína refleja los 
patrones de maduración. Esta hormona podría ser usada como indicador del proceso 
espermatogénico y esterilidad masculina, donde el nivel proteico sería 
significativamente mayor entre los hombres fértiles que en los hombres estériles (Myers, 
et al, 2009). 
Similar a la inhibina, la activina pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento 
transformante beta (TGFβ); sin embargo, ésta presenta dos formas constituidas por 
homodímeros de dos subunidades, siendo la más estudiada la activina A (βAβA) 
producida por las células de Sertoli y cuya secreción está regulada por la FSH 
participando a su vez, en la secreción de ésta. Además de las células de Sertoli, la 
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activina A también es producida por las células de Leydig y células peritubulares, 
encontrándose una mayor expresión en las etapas fetal y postnatal con una 
concentración máxima durante el periodo de proliferación de las células de Sertoli y una 
disminución paulatina de la hormona a medida que se alcanza la pubertad (Buzzard et 
al., 2003a). Durante la etapa fetal, las células de Leydig son las principales células 
productoras de activina A en el ratón y el humano; mientras que cultivos in vitro de 
células mioides peritubulares neonatales muestran mayor producción de dicha hormona 
que las células de Sertoli, además de demostrarse el efecto sinérgico de la activina A 
con la FSH en la proliferación de las células nodrizas (Meehan et al., 2000). En cuanto 
a la variación de producción de la activina A, ésta presenta un descenso más marcado 
en la pubertad avanzada, etapa en la cual las células de Sertoli maduran (formación de 
uniones estrechas, detención de la mitosis) para finalmente mantener el número celular 
durante la adultez (Barakat et al., 2008). 
En resumen, durante las etapas fetal y postnatal la activina A se encarga de estimular 
la proliferación de las células de Sertoli; mientras que el incremento de la inhibina B 





Este metabolito de la glucosa es una fuente energética para espermatocitos y 
espermátides, y dado que estas son incapaces de realizar eficientemente el proceso de 
glucólisis, las células de Sertoli representan una fuente nutricional importante para las 
células germinales (Jutte et al., 1981: Grootegoed et al., 1984). 
En estudios in vitro realizados con cultivos de células de Sertoli de ratas inmaduras se 
obtuvo que la FSH estimula la producción de lactato y piruvato a partir de glucosa 
(Grootegoed et al. 1981; Mita et al. 1982: Jutte et al. 1982, 1983), así como de citoquinas 
y factores de crecimiento como el factor de crecimiento insulínico o IGF-1, el factor de 
crecimiento epidérmico o EGF (Mallea, 1986), la insulina (Oonk et al., 1985) y glucagón 
(Eikvar et al., 1984). 
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- Factor de crecimiento GDNF 
 
El factor de crecimiento derivado de células gliales (GDNF) es secretado por las células 
de Sertoli, y a su vez, influencia la proliferación de estas células pre púberes; sin 
embargo, su objetivo principal es estimular la proliferación y desarrollo de las 
espermatogonias en etapa temprana a través de la unión a su complejo receptor 





2.2.3. Regulación funcional 
 
 
A) Regulación por andrógenos y la hormona folículo estimulante (FSH) 
 
- Hormona folículo estimulante (FSH) 
 
Gracias a cambios morfológicos en las células de Sertoli se supo que la FSH (hormona 
folículo estmulante) estimulaba su producción, ejerciendo su efecto principalmente 
durante la etapa fetal. Se observó que luego de la administración de esta hormona in 
vivo a ratas inmaduras hipofisectomizadas, se producía una hipertrofia de las células de 
Sertoli y a su vez, se incrementaba la secreción del fluido tubular (Murphy 1965a, 
1965b). Más adelante, en animales jóvenes de 10 días, se demostró que la FSH 
aumentaba la síntesis de ARN y proteínas en el testículo, argumentando que debido a 
la edad tan temprana donde solo existen espermatogonias y células de Sertoli, el efecto 
de la hormona debía ser en uno o ambos tipos celulares (Means y Hall, 1967; Means 
1970,1971). En 1974, estudios hechos en animales cuyos gonocitos fueron destruidos 
en la vida fetal, se observó que la FSH producía la misma respuesta que en los testículos 
de animales inmaduros, demostrando así que las células de Sertoli eran el blanco de 
acción de la hormona folículo estimulante (Means y Huckins, 1974). 
La FSH secretada por la adenohipófisis es la principal hormona endocrina conocida por 
regular algunas funciones de las células de Sertoli y, en combinación con otros factores 
cumple un papel importante en su adecuada proliferación durante la etapa fetal y 
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postnatal temprana, así como en la regulación de la diferenciación luego del cese de la 
mitosis en la pubertad (Means et al., 1976; Orth, 1984). El proceso se inicia con la unión 
de la hormona a sitios receptores específicos en la membrana celular, activando la 
adenilato ciclasa e incrementando la concentración del AMPc intracelular, lo cual resulta 
en la estimulación de la proteincinasa A, AMPc-dependiente y desencadenando una 
cascada de eventos de fosforilación proteica (Fakunding y Means, 1977). Como 
resultado de dicha estimulación hormonal la actividad secretora de las células de Sertoli 
se ve incrementada, teniendo aumentos en la secreción de la proteína ligadora de 
andrógenos, la transferrina, inhibina, lactato, entre otras (Vihko et al., 1989). 
En 1976, Means y colaboradores demostraron que las células de Sertoli eran las únicas 
en el túbulo seminífero que poseían receptores para la FSH. Sin embargo, existen otras 
hormonas asociadas a estas células somáticas, como la testosterona; cuya acción 
también se ejerce en las células mioides peritubulares (Fritz, 1978; Skinner y Fritz, 1985 
a y b). Aunque la acción de la FSH en las células de Sertoli de animales prepúberes 
está demostrada por el incremento de nivel del AMPc y del estradiol (Fritz et al., 1976), 
aún no se conoce bien el efecto sobre las células de animales adultos ya que podría 
variar de especie a especie. En algunos casos se postula que la actividad bioquímica 
llevada a cabo por la FSH en animales prepúberes es reemplazada por la testosterona 





Así como la gonadotrofina hipofisiaria folículo estimulante (FSH) regula en forma directa 
las funciones de las células de Sertoli, la hormona luteinizante (LH) ejerce la regulación 
en forma indirecta a través de andrógenos secretados por las células de Leydig como 
la testosterona. 
Diversos estudios han demostrado la existencia de receptores de andrógenos en el 
testículo, los cuales en su mayoría se encuentran asociados a las células de Sertoli 
(Tindall et al., 1977) y donde el nivel de expresión de dichos receptores aumenta en 
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relación con la maduración celular. Respecto a la acción de los andrógenos en las 
células de Sertoli, se ha demostrado la estimulación de la proteína ABP y la inhibición 
de la actividad aromatasa; sin embargo, no se ha logrado demostrar con precisión 
acciones directas de los andrógenos sobre parámetros bioquímicos de las células de 
Sertoli. El principal andrógeno es la testosterona, cuya acción paracrina regula algunas 
funciones de las células de Sertoli como la formación de la barrera hematotesticular y la 
mitosis, inhibiendo la proliferación mediante la inducción de los inhibidores p21Cip1 and 
p27Kip1 del ciclo celular (Buzzard et al., 2003b); además del desarrollo meiótico y post 
meiótico de las células germinales (Meng et al., 2005). 
Aunque inicialmente se pensó que los andrógenos influían positivamente en la 
proliferación de las células de Sertoli, estudios con ratones transgénicos demostraron la 
relación de éstos con la maduración de las células nodrizas; sin embargo, los 




B) Regulación por factores de crecimiento y otras hormonas 
 
- FGF, TGFα, EGF 
 
Se ha aislado gran cantidad de factores de crecimiento en los testículos, siendo las 
células de Sertoli el principal tipo celular que presenta receptores en su superficie para 
la mayoría de dichos factores, tales como el factor de crecimiento fibroblástico (FGF-I, 
FGF-II), el factor de crecimiento insulínico (IGF-I, IGF-II), el factor de crecimiento 
transformante α (TGFα), entre otros. La producción y la acción del factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) sobre las células de Sertoli no está claro; sin embargo, se obtuvo que 
la presencia de EGF en cultivos in vitro de células de Sertoli de rata estimulaba la 
producción de lactato e inhibía la producción de estradiol (Mallea et al., 1986). En cuanto 
al factor de crecimiento transformante, es miembro de la familia del factor de crecimiento 
epidermal, presenta la capacidad de unirse al receptor de EGF y tienen efectos similares 
en varios tipos celulares, además de presentar receptores específicos en las células de 
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Sertoli y las células peritubulares (Cupp y Skinner, 2001). Otro de los factores 
resaltantes es el FGF, el cual corresponde a una familia de siete polipéptidos, siendo 
los factores de crecimiento fibroblástico ácido (aFGF) y el básico (bFGF) los más 
conocidos ya que afectan tanto la actividad de aromatasa celular como la síntesis de 
proteínas especificas en cultivos primarios de células de Sertoli de animales inmaduros. 
Además, se ha reportado que la FSH estimula la producción de bFGF por células de 
Sertoli de rata y porcino, cuyos niveles disminuyen con la madurez sexual (Mullaney et 
al. 1992), mostrando una actividad mitogénica y de diferenciación sobre estas células y 
también sobre las células de Leydig (Han et al. 1993). 
 
 
- IGF-I e insulina 
El transporte de la glucosa, así como la estimulación de secreción de diversas 
sustancias como la transferrina, ABP (proteína ligadora de andrógenos) o el lactato, se 
llevan a cabo por la insulina o el factor de crecimiento insulínico (IGF-I). Si bien la acción 
entre ambas es parecida, para lograr un mismo efecto, se necesita concentraciones 
distintas de éstas (Oonk y Grootegoed, 1987). El IGF-I actúa tanto en la proliferación 
como en la diferenciación celular, mostrando evidentes efectos en células de la 
granulosa, células mesenquimáticas, fibroblastos, células de Sertoli, y otras. 
Específicamente en las células de Sertoli, el IGF-I actúa estimulando el transporte de la 
glucosa, síntesis de ADN, la producción de lactato y la secreción de proteínas; mientras 
que la existencia de receptores para la insulina varía de acuerdo con las especies. 
A su vez, en cultivos in vitro de células de Sertoli de rata y cerdo se obtuvo la producción 
de péptidos de IGF-I (Hall et al., 1983; Ritzen, 1983; Tres et al., 1986. Chatelain et al., 
1986a, b; Benahmed et al., 1987), además de determinar la acción paracrina (señal de 
una célula que induce cambios en células vecinas) del IGF-I en espermatocitos 
paquiténicos, mas no en espermatogonias o espermatocitos en profase temprana (Tres 
et al.,1986). 
55  
- Hormonas tiroideas T3 y T4 
 
Estudios in vivo e in vitro con animales modelo demostraron que las hormonas tiroideas 
triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) regulan las funciones de las células de Sertoli 
inmaduras. El efecto que provoca el hipotiroidismo en ratas recién nacidas es un 
aumento del tamaño testicular y producción espermática, lo que se correlaciona con el 
incremento numérico de las células de Sertoli y el retraso de la maduración de éstas (de 
Franca et al., 1995). En contraposición, el hipertiroidismo (producción excesiva de las 
hormonas tiroideas) reduce el periodo de proliferación y favorece la maduración de las 
células de Sertoli. En resumen, análisis de los cultivos de estas células alimentadoras 
inmaduras demuestran que las hormonas tiroideas inhiben la mitosis celular estimulada 
por la FSH y la expresión de marcadores como la aromatasa y la hormona antimulleriana 
(AMH), mientras que estimulan la expresión de marcadores de maduración como la 




2.2.4. Relación del número de células de Sertoli con el tamaño testicular, 
producción de espermatozoides y producción de células germinales 
En especies como el porcino, las células de Sertoli son identificadas luego de la 
diferenciación sexual masculina aproximadamente 26 días post coito, existiendo una 
evidente prevalencia de dichas células frente a las espermatogonias durante las etapas 
fetal y postnatal hasta el inicio de la espermatogénesis en la pubertad, tiempo durante 
el cual los túbulos seminíferos solo contienen estos dos tipos celulares. Sin embargo, la 
relación numérica entre ellos se invierte con el inicio de la espermatogénesis debido a 
la rápida proliferación de las células germinales y el cese de la actividad mitótica de las 
células de soporte que da paso al proceso de diferenciación, el cual incluye la formación 
de la barrera hematotesticular (Pellinemi et al., 1993). 
Al igual que en los porcinos, las células de Sertoli de ratas, ratones, primates y otros 
mamíferos proliferan en la etapa prepuberal, por lo que estudios se han centrado en 
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evaluar las posibles relaciones de la producción del presente tipo celular, así como en 
los factores reguladores del periodo proliferativo (Migrenne et al., 2012). Es así como se 
estableció una correlación entre el número de las células de Sertoli con la producción 
de espermatozoides y el tamaño testicular adulto, indicando que la cantidad de las 
células de Sertoli determina la madurez del tamaño testicular en diversas especies de 
mamíferos. Además, se sugiere una relación entre el número poblacional de las células 
de Sertoli establecidas durante el desarrollo perinatal y la producción del número normal 
de células germinales a desarrollarse llegada la pubertad. Esta premisa fue obtenida 
entre otros estudios, de una investigación con ratas recién nacidas a las cuales se les 
mermó la población de dichas células somáticas con un fármaco antimitótico 
(arabínósido de citosina), afirmando la importancia del periodo en el que se establece 
la población de células de Sertoli dado que influiría en el desarrollo normal de la 
espermatogénesis del adulto (Orth y Lamperti, 1988). 
 
 
2.2.5. Métodos de aislamiento y reconocimiento 
 
- Lectina DSA (Datura stramonium agglutinin) 
 
El empleo de la lectina DSA es la técnica más común para el aislamiento de las células 
de Sertoli, el cual se basa en la unión específica entre ambas partes y la propiedad de 
adherencia de dichas células somáticas a soportes sólidos. Este método originalmente 
desarrollado por Scarpino ha sido estudiado en diferentes modelos animales y humanos 
demostrando eficacia y rapidez, por lo que se han implementado diversas 
modificaciones según la especie trabajada. 
Las digestiones enzimáticas con la ruptura mecánica de los túbulos seminíferos dan 
como resultado agrupaciones de células de Sertoli asociadas a células mioides, Leydig 
y células germinales, principalmente. Dicho procedimiento seguido del uso de lectinas 
de DSA (Datura stramonium agglutinin), el cual se une específicamente a residuos 
terminales de azúcar como el oligómero N-acetil-D-glucosamina presente en grandes 
cantidades en las células de Sertoli (Crowley et al., 1984), favorece el aislamiento 
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individual de estas células funcionales con un alto grado de pureza, como el obtenido 
de testículos de ratas inmaduras (Scarpino, 1998). 
Dado que las células de Sertoli son capaces de adherirse a la base de las placas de 
cultivo previamente cubiertos con la lectina DSA, es factible su separación de las células 
germinales, las cuales permanecen en suspensión en el medio. Este proceso de 
eliminación de las células germinales gracias al uso de la lectina es de corta duración, 
a diferencia de otros métodos donde se requiere cultivos de varios días a elevadas 
temperaturas (Welsh y Wiebe, 1975) o que conste de tratamientos hipotónicos (Galdieri 
et al., 1981). Además, estudios indican que con este método las células de Sertoli 
mantienen las características y funciones que presentan in vivo, con evidente respuesta 
a factores mitógenos; demostrando que la incubación con la lectina no daña la integridad 
de la membrana de las células de Sertoli (Scarpino, 1998). 
 
 
- Reconocimiento de las células de Sertoli 
 
El método más sencillo para la identificación de las células de Sertoli es mediante la 
examinación morfológica visualizada con microscopio óptico de contraste de fase; 
siendo una de las características más evidentes la morfología nuclear. Las células de 
Sertoli se encuentran apoyadas en la membrana basal, con características morfológicas 
variables ya que su estructura tridimensional cambia según el estadío de la 
espermatogénesis. Mediante el uso del microscopio óptico con contraste de fase se 
puede observar que en los cultivos in vitro presentan un crecimiento en monocapa 
característico de células epitelioides, el interior del núcleo es característico por su 
apariencia granular y por poseer un nucleolo tripartito prominente; además las células 
presentan un citoplasma extenso con gotas lipídicas, las cuales son más evidentes en 
las primeras etapas de cultivo y van haciéndose menos visibles conforme envejecen 
(Kodani y Kodani, 1966). Estudios mostraron que luego de las digestiones enzimáticas 
las células de Sertoli humanas cultivadas reflejan la pérdida de sus extensiones 
citoplasmáticas para adoptar una forma redonda con bordes crenados, pudiendo 
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confundirse en cierto grado con las células madre espermatogoniales. Sin embargo, 
dichas extensiones se vuelven a producir luego de 1-2 semanas de cultivo formando 
una monocapa de células aplanadas adheridas al fondo de la placa (Lakpour et al., 
2017). 
La inmunocitoquímica es una técnica comúnmente empleada en la identificación de las 
células de Sertoli que hace uso de anticuerpos que reconocen moléculas presentes en 
dicho tipo celular como receptores para FSH presentes en la superficie celular; AMH 
(hormona anti-mulleriana) como un marcador especifico de células de Sertoli inmaduras 
en la mayoría de las especies, así como en el hombre (Tran et al., 1987); vimentina, 
proteína conocida de los filamentos intermedios presente durante todo el desarrollo de 
las células de Sertoli, incluida la etapa adulta; citoqueratina, otra proteína de los 
filamentos intermedios empleada como marcador de células de Sertoli inmaduras 
(Aumüller et al., 1992); marcadores del núcleo celular como GATA4 (Viger et al., 1998) 
y Sox9, un factor transcripcional localizado en el núcleo de células de Sertoli prepuberal 
y adulta que actúa como activador del gen de AMH y participa en el mantenimiento del 
desarrollo de éstas (Fröjdman et al., 2000). 
A pesar de que el uso de la lectina DSA es un método sencillo y rápido para el 
aislamiento de células de Sertoli, es posible que otras células con propiedades 
adherentes como los fibroblastos también queden aislados al fondo de las placas de 
cultivo, representando la principal desventaja de este método. Es por ello que, es 
importante el empleo de técnicas como inmunocitoquímica que permita identificar con 
precisión las células de Sertoli de las demás células somáticas. 
 
 
3. Interacción células de Sertoli- células de la línea germinal 
 
Las células de la línea germinal juegan un papel esencial para la adecuada maduración 
de los gametos masculinos. Por tanto, el proceso de espermatogénesis involucra una 
serie de factores de crecimiento y citoquinas que actúan de manera yuxtacrina y 
paracrina (Jégou, 1991; de Kretser et al., 1998), muchas de las cuales son secretadas 
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por células de Sertoli que forman parte de las células testiculares y son consideradas el 
principal contribuidor en la regulación de las SSC (Dadoune, 2007). 
El componente estructural fundamental de los túbulos seminíferos está conformado por 
las uniones estrechas (“tight junctions”) de las células de Sertoli, proporcionando un 
entorno tisular específico para el mantenimiento de las células madre 
espermatogoniales (Sprading et al., 2001). Es así como, la adhesión célula-célula a 
través de estas uniones y las regulaciones paracrinas son las responsables de las 
interacciones entre las SSC y las células de Sertoli, siendo estas últimas las que 
secretan factores importantes que promueven la proliferación y diferenciación de las 
SSC (Kern et al., 1995). 
Uno de los factores secretados más resaltantes es el GDNF (factor neurotrófico derivado 
de la línea de células gliales), actuando sobre las SSC, las cuales presentan receptores 
específicos denominados GFR- alpha 1 y c-Ret (Tadokoro et al., 2002; Oatley et al., 
2004). Por años se propuso que este factor era necesario solo para la proliferación y 
mantenimiento in vivo (Yomogida et al., 2003) e in vitro (Nagano et al. 1998; Kanatsu- 
Shinohara et al., 2003; Nagano et al., 2003; Kubota et al., 2004b; Aponte et al., 2006) 
de las SSC como tal; sin embargo, se ha determinado que también es responsable de 
controlar el balance entre la autorrenovación y diferenciación de estas células 
mediante diferentes mecanismos, entre ellos la GDNF/FSH (Lamberti et al., 2014; 
Tadokoro et al., 2002). Otro de los factores necesario para la autorrenovación de las 
SSC es el EGF (factor de crecimiento epidermal) (Kubota et al., 2004a) y la proteína 
SCF (stem cell factor), la cual actúa en las espermatogonias tipo A promoviendo su 
sobrevivencia y proliferación inmortalizada, uniéndose a receptores c-kit (receptor tirosin 
kinasa tipo III y marcador tumoral) presentes en diversos tipos celulares como las células 
de Leydig y espermatogonias (Loveland y Schlatt, 1997; Mauduit et al., 1999). Además, 
estudios revelan que en co-cultivos in vitro, las células de Sertoli pueden producir el IGF- 
I (factor de crecimiento insulínico), TGF-α (factor de crecimiento transformante alpha) 
(Tajima et al., 1995), activina A y la BMP4 (proteína morfogenética ósea 4), los cuales 
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promueven la diferenciación de las células madre espermatogoniales (Nagano et al., 
2003). 
Un estudio reciente realizado por Xie X. y colaboradores demostró que en los co- 
cultivos, las células germinales se adhieren a las células somáticas formando grupos o 
“clumps”, logrando expandirse y aumentar en número para posteriormente dar inicio a 
la espermatogénesis. Esto confirmaría una vez más, que dicho proceso es producto de 
las interacciones a través de las uniones intercelulares, y no solo mediante señales 
paracrinas de las células de Sertoli (Xie et al., 2020). Además, se ha determinado que 
la viabilidad de las células germinales se mantiene al ser cultivadas junto a las células 
de Sertoli (Steinberger y Steinberger, 1967; Parvinen et al., 1983, 1984; Tres et al., 
1963); es decir, se logra mejorar la rápida disminución de la viabilidad de las células 
germinales que normalmente se presenta luego del proceso de aislamiento (Steinberger 
y Steinberger, 1966). 
En resumen, estos datos parecen indicar que tanto las señales de las células vecinas 
(SSC-células de Sertoli) transmitidas mediante uniones gap u otras, y la secreción de 
factores de crecimiento pueden determinar el destino de las células madre, ayudando al 
mantenimiento de la pluripotencia y su autorrenovación, o cambiando el rumbo hacia la 
diferenciación. De esta manera, las colonias formadas no solo proliferan in vivo, sino 
que también son capaces de generar la espermatogénesis luego de la trasplantación, 
técnica usada como estrategia terapéutica para tratar la infertilidad masculina. 
 
 
4. Cultivo celular 
4.1. Parámetros reguladores 
 
El cultivo celular es una técnica que permite obtener células individuales a partir de un 
tejido, logrando expandirlas en un medio específico y a condiciones controladas, con el 
objetivo de estudiar la fisiología celular y analizar procesos como la división, 
metabolismo celular, interacciones célula-célula, interacciones con el medio ambiente 
o la generación de metabolitos de interés (Wang, 2006). Además de la composición 
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nutricional de los medios de cultivo que haga posible la proliferación de las SSC o de 
las células de Sertoli, es importante el control de determinados parámetros 
fisicoquímicos como la temperatura, el cual principalmente varía alrededor de los 37°C 
y resulta ser un factor clave para el adecuado crecimiento o la regulación del 
metabolismo celular (Watanabe y Okada, 1967). Otro parámetro que al igual que la 
temperatura es controlada por las incubadoras es el nivel de CO2, importante por ser el 
elemento regulador del pH de los medios, siendo el bicarbonato el tampón más usado 
(sistema buffer compuesto por CO2 – HCO3). De esta manera, el sistema con presión 
parcial de 5% CO2 y un ambiente húmedo influyen en el pH del medio, estabilizando el 
crecimiento celular, la actividad metabólica y la regulación transcripcional de los tipos 




4.2. Medios de cultivo 
 
 
Se han desarrollado diferentes medios de cultivo, los cuales se clasifican según su 
composición. Entre ellos, los medios simples son aquellos que contienen los elementos 
básicos para el mantenimiento de las células; más tarde serían desarrollados los medios 
con composición definida como el medio basal Eagle compuesto de aminoácidos, 
proteínas y vitaminas en proporciones conocidas. Adicionalmente, se ha buscado 
optimizar las condiciones de cultivo para cubrir las necesidades específicas de los 
diferentes tipos celulares, siendo la inclusión de los factores de crecimiento y el suero 
animal, los responsables de la aceleración y/o diferenciación del crecimiento celular 
(Yao y Asayama, 2017). 
Los medios de cultivo más empleados son el DMEM, DMEM/F12 y StemPro para 
cultivos de SSC de animales domésticos; son isotónicos y deben tener la capacidad 
amortiguadora de pH para un correcto desarrollo celular in vitro. También contienen una 
serie de aminoácidos; sales inorgánicas que mantienen el balance osmótico y pueden 
actuar como cofactores en diversas reacciones enzimáticas; glucosa como fuente 
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energética; vitaminas capaces de actuar como antioxidantes al mantener bajos los 
niveles de las especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas por el metabolismo 
celular y que en niveles elevados afectaría las funciones normales de las organelas, 
desencadenando en la muerte celular; además las vitaminas también promueven el 
crecimiento celular, siendo los más empleados las del complejo B como la riboflavina, 
tiamina, la vitamina C o ácido ascórbico y la vitamina E o α-tocoferol; proteínas y lípidos; 
además de ser suplementadas con aminoácidos como la L-glutamina, precursor de las 
purinas y pirimidinas de los ácidos nucleicos y el piruvato de sodio como una fuente 
adicional de carbohidratos (Yao y Asayama, 2017). 
Aunque se han establecido sistemas de cultivo para SSC de ratón, el manejo de cultivos 
para células madre de animales domésticos es más complejo, siendo el suero uno de 
los principales suplementos por ser una fuente importante de factores de adhesión y 
factores de crecimiento como GDNF, FGF y EGF (Bedford-Guaus et al., 2017), siendo 
el suero bovino fetal el más empleado. Es una mezcla indefinida que contiene 
polipéptidos, factores de crecimiento, hormonas estimuladoras de la proliferación 
celular, proteínas de unión, inhibidores de proteasas usadas para inhibir la acción de la 
tripsina y evitar el daño de las células luego de ser disociadas, entre otros. Además, se 
ha encontrado que concentraciones altas de éste inicialmente promueven la formación 
de colonias de SSC de ratón, así como la estimulación de células de Sertoli, el cual a 
medida que el crecimiento de este último tipo celular aumenta, se inhibe la propagación 
de las SSC (Bahadorani et al., 2012). Es por esta razón que se considera el uso del 
suero a diferentes concentraciones en el cultivo de las células de Sertoli, teniendo en 
cuenta las especies de animales a trabajar. 
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 El uso de las gradientes discontinuas de Percoll enriquece la población de 
células madre espermatogoniales (SSC) de alpaca y el co-cultivo con células de 
Sertoli brinda el soporte necesario para la sobrevivencia y proliferación de las 





2.1. Objetivo General 
 
 
 Desarrollar un protocolo empleando gradientes de Percoll que permita 
enriquecer la baja población de las SSC de alpacas, e implementar co-cultivos 
con células de Sertoli en cultivos de corto plazo.  
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 
 Optimizar el proceso de enriquecimiento por las gradientes de Percoll mediante 
la obtención de concentraciones apreciables de SSC producto del aislamiento 
enzimático. 
 Implementar un protocolo de aislamiento de células de Sertoli de alpaca que 
sea sencillo y rápido de reproducir.  
 Lograr una proliferación apta de células de Sertoli en cultivo para que puedan 
ser co-cultivadas con las SSC enriquecidas. 
 Conocer el comportamiento de las SSC en cultivos de corto plazo con y sin 
células de Sertoli. 
64  
Figura 7. Muestras biológicas. A la izquierda se observa la caja de envío donde son transportadas 
las muestras de trabajo (testículos de alpaca). A la derecha, los pares de testículos limpiados y 
lavados con suero. 




1.1. Material biológico 
 
Testículos de 20 alpacas adultas sacrificadas en el Camal Municipal de Huancavelica y 
transportadas en suero fisiológico más antibióticos a 4°C hasta el laboratorio de 
Fisiología de la Reproducción (LFR) de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Lima), luego de aproximadamente 24h post 







1.2. Material de laboratorio 
 
 
1.2.1. Medios de lavado, aislamiento, cultivo celular y reactivos 
 
A) Suero más antibióticos para el transporte y lavado de las muestras testiculares: 
NaCl 0.9%, Penicilina 0.1 mg/ml (Sigma-Aldrich, cat. no. P3032) y 
Estreptomicina 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, cat. no. S9137), Gentamicina 0.1 mg/ml 
(Sigma - Aldrich, cat. no. G1264). 
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B) Medio de aislamiento de espermatozoides: 9.8 g/L Ham F-10 (Sigma-Aldrich, 
cat. no. N6635) suplementado con Bicarbonato de sodio 2.1 g/L (Sigma-Aldrich, 
cat. no. S5761), Lactato de calcio 0.245 g/L (Sigma-Aldrich, L4388), Penicilina 
0.075 g/L, Estreptomicina 0.075 g/L y BSA 0.4% (Sigma-Aldrich, A3311), disuelto 
en agua ultrapura. 
 
 
C) Medio de aislamiento de SSC: MEM (Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma- 
Aldrich, cat. no. M4655) suplementado con Penicilina 0.1 mg/ml, Estreptomicina 
0.1 mg/ml, y BSA 0.4% (4 mg/ml). 
 
 
D) Medio de aislamiento de células de Sertoli: Hank’s Balanced Salt Solution libre 
de Ca+2 y Mg+2 (Sigma-Aldrich, cat. no. H9394) suplementado con Penicilina 0.1 
mg/ml, Estreptomicina 0.1 mg/ml y BSA 0.4% (4 mg/ml). 
 
 
E) Medios de digestión enzimática: Medio de aislamiento de SSC o de células de 
Sertoli más enzimas de digestión Hialuronidasa Tipo I (0.5 mg/ml) (Sigma- 
Aldrich, cat. no. H3506), Colagenasa Tipo V (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich, cat. no. 
C9263) y DNasa Tipo II (2,6 µl/ml) (Sigma-Aldrich, cat. no. D4527) (Enzima 1); y 
Hialuronidasa Tipo I (0.5 mg/ml) y Colagenasa Tipo V (1 mg/ml) (Enzima 2). 
 
 
F) Gradiente de densidad Percoll para la purificación de las SSC: Las fracciones de 
40%, 30% y 20% se prepararon a partir de Percoll 100% [90% Percoll puro y 
10% (NaCl 1.5M + HEPES 0.024 g/ml + Penicilina 0.5 mg/ml + Estreptomicina 
0.5 mg/ml)], empleando como medio dilutor NaCl 0.15M + HEPES 0.0024 g/ml 
 
+ Penicilina 0.05 mg/ml + Estreptomicina 0.05 mg/ml. El Percoll Plus empleado 
fue apto para cultivo celular, con densidad de 1.130 g/ml, muy baja toxicidad, 
osmolalidad y viscosidad (Sigma-Aldrich, cat. no. E0414). 
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G) Medio de cultivo de SSC: Medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle´s Medium) 
(Sigma-Aldrich, cat. no. D5796) suplementado con SBF 1% (Sigma-Aldrich, cat. 
no. F4135), BSA 0.5% (5mg/ml) (Sigma-Aldrich, cat. no. A3311), MEM vitamin 
solution 1% (Gibco™ Thermo Fisher Scientific, cat. no. 11120-052), Piruvato de 
sodio 0.03 g/ml (Sigma-Aldrich cat no. P5280), Aminoácidos no esenciales 1% 
(Sigma-Aldrich, cat. no. M-7145), L-glutamina 0.29 mg/ml (Sigma - Aldrich cat 
no. G8540), Penicilina y Estreptomicina 0.1 mg/ml, Ácido láctico 0.1% (Sigma- 
Aldrich, cat. no. 1375), Insulina transferrina- Selenito de sodio 0.1% (Sigma- 
Aldrich, cat. no. I-1884), (+)-α Tocoferol 0.1% (Sigma-Aldrich, cat. no. T1539), 
Gentamicina 0.1% y Suero de leche materna 1%. 
 
 
H) Medio de cultivo de las células de Sertoli: Medio DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle´s Medium) (Sigma-Aldrich, cat. no. D5796) suplementado con SBF 10%. 
 
 
I) Buffer Dulbecco’s para la concentración celular: Buffer Fosfatado Salino 
Dulbecco’s 9.6g/L (Sigma-Aldrich, cat. no. D5773), Cloruro de calcio 0.1g/L 
(Sigma-Aldrich, cat. no. C1016), Penicilina 0.075g/L, Estreptomicina 0.075g/L y 
Heparina sódica 2ml. 
 
 
J) PBS 1X: NaCl 8mg/ml (Sigma-Aldrich, cat no S5886), KCl 0.2mg/ml (Sigma- 
Aldrich, cat. no. P9333), Na2HPO4 1.6mg/ml (Sigma-Aldrich, cat no. S5136), 
KH2PO4 0.24mg/ml (Sigma-Aldrich, cat. no. P5379), Penicilina 0.1mg/ml, 
Estreptomicina 0.1mg/ml, a pH 7.4. 
 
 
K) Solución fijadora: Metanol 80% (Merck) + (PBS 1X + 0.1% BSA) 20%. Esta 
solución no se filtra y se mantiene almacenado a -20°C. 
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L) Lectina DSA (Datura stramonium agglutinin): La presentación de 1 mg de DSA 
liofilizado (Sigma-Aldrich, cat. no. L2766) fue disuelto en 500 µl PBS, pH 6.8. 
Para el aislamiento de las células de Sertoli se empleó una concentración de 5 
µg/ml en 1ml de medio DMEM + 10% SBF. 
 
 
M) Reactivo para el marcaje de las SSC por citometría de flujo y microscopía de 
fluorescencia: Conjugado DBA-FITC (EY Laboratories, F-1201-5). 
 
 




Todas los medios y soluciones, a excepción de la solución fijadora, fueron filtradas con 
filtro Millipore 0. 22 µm (Millex-GV; Merck). Además, los medios de aislamiento y cultivo 
celular fueron puestos a 37°C, 5% CO2 un día antes de ser empleados. 
 
 
1.2.2. Insumos y equipos de laboratorio 
 
Se emplearon Microtubos cónicos de 1.5ml, 0.6ml y 0.2ml, Tubos cónicos de 
polipropileno de 15ml y 50ml, Placas Petri, Placas de cultivo celular de poliestireno 12 
pocillos (SPL Life Science), Puntas de micropipeta de 10µl, 100µl y 1000µl, frascos de 
vidrio de borosilicato Pyrex, jeringas de 10ml y 20ml, tijeras de metal gruesas y finas, 
rejillas metálicas, pinzas gruesas, láminas portaobjetos, cubreobjetos, cámara de 
Neubauer, filtros Millipore 0. 22µm, guantes de nitrilo y gasas. 
Los materiales de metal y de vidrio fueron autoclavados a 121°C antes de su uso. 
 
 
Los equipos empleados fueron Incubadora de CO2 Forma Series II (Thermo Scientific), 
Centrifuga 5424-R de 24 tubos (Eppendorf), Cámara de flujo laminar Labconco, 
Microscopio óptico, Microscopio invertido, Microscopio de Fluorescencia AJ43 Seitz, 




2.1. Colección de las muestras 
 
Se emplearon 20 pares de testículos de alpacas adulta sacrificadas en el Camal 
Municipal de Huancavelica, los cuales fueron evaluados en el laboratorio de Fisiología 
de la Reproducción de la Facultad de Ciencias Biológicas UNMSM (Lima) luego de 
aproximadamente 24h post mórtem. Dichas muestras biológicas fueron transportadas 
en suero fisiológico más antibióticos a una temperatura aproximada de 4°C. 
Se extrajo el epidídimo de cada una de las muestras testiculares y se liberaron los 
espermatozoides en medio HAM F-10 mediante cortes con tijeras finas. Para el proceso 
de aislamiento de las células madre espermatogoniales (SSC) se seleccionaron los 
pares de testículos con peso promedio mayor a 8g y con los mejores valores de 
concentración, movilidad, host y viabilidad espermática, evaluados de acuerdo con los 
parámetros establecidos por la Organización Mundial de la Salud (WHO, del inglés 
World Health Organization 2010). 
 
 
2.2. Aislamiento de células testiculares- células madre espermatogoniales  
Los testículos seleccionados fueron lavados en suero más antibióticos, se decapsularon 
mediante la liberación de la túnica albugínea, y diseccionaron tres trozos de tejido por 
animal, de aproximadamente 0.8g cada uno. Estos se colocaron en una rejilla metálica 
y fueron cortados con tijeras finas estériles para liberar los túbulos seminíferos. 
La suspensión celular obtenida por la adición de 3ml de medio de aislamiento MEM a 
los trozos de tejido fue recogida en una placa Petri y se trasvasó a tres microtubos 
cónicos de 1.5ml. Estos fueron centrifugados a 1500rpm, 37°C por 5 minutos y se 
lavaron con 1ml de medio por tubo, centrifugada a la misma revolución y temperatura 
por 10 minutos. 
El pellet resultante pasó por dos digestiones enzimáticas (Enzima 1 y Enzima 2) con 
agitación constante dada por un rotador e incubadas a 37°C, durante 30 y 20 minutos 
respectivamente. Luego de cada digestión, la suspensión celular fue centrifugada por 5 
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minutos y lavada una vez luego de la primera digestión (10 minutos, 1500 rpm) y dos 
veces luego de la segunda digestión enzimática, cada una de 5 minutos y a la misma 
revolución. Finalmente, las células testiculares aisladas fueron resuspendidas en 1ml de 
medio de aislamiento por animal, de donde se tomaron alícuotas para la evaluación de 
la viabilidad y concentración celular. Calculada la concentración, se sembró 1mill/1.5ml 
de células por pocillo en medio DMEM (cultivo control), se separó 1 millón para la 
evaluación mediante microscopía de fluorescencia (en fresco), 1 millón para la fijación, 
y se cargaron entre 7 y 45 millones de células en las columnas de Percoll por muestra, 
con un máximo de 28 millones de células por columna. 
El procedimiento se realizó dentro de la cámara de flujo laminar con el objetivo de 
mantener completa esterilidad (Anexo 1). 
 
 
2.3. Purificación y enriquecimiento de las células madre espermatogoniales 
(SSC) mediante la gradiente de densidad Percoll 
Las gradientes de densidad Percoll se prepararon en microtubos cónicos de 1.5ml, 
donde se cargaron 300μl de cada fracción de mayor a menor densidad (40%, 30% y 
20%). Se calculó el volumen de 7-28 millones de células redondas de la suspensión 
celular producto de las digestiones enzimáticas, para luego ser agregada lentamente en 
la parte superior de la gradiente y centrifugada a 2500rpm durante 25 minutos a 
temperatura ambiente. Se recogió el anillo formado entre las fracciones de 30% y 20% 
de densidad, sección donde se encuentran las SSC (Figura 8) y se lavó dos veces con 
el medio de aislamiento MEM a 1500 rpm por 5 minutos, siendo el primer lavado a 
temperatura ambiente con el fin de retirar el Percoll excedente, y el segundo lavado a 
37°C con el objetivo de mantener la viabilidad celular. Finalmente, se resuspendió en 
1ml o 500µl de medio (dependiendo de la turbidez de cada muestra) y se tomaron 
alícuotas para la evaluación de la viabilidad con azul de tripán y concentración celular. 
Se separó 1 millón de células madre espermatogoniales para la evaluación en fresco 








2.4. Determinación de la viabilidad y concentración celular 
 
La viabilidad fue evaluada mediante la adición de 2μl de Azul de Tripán a 10μl de la 
suspensión colocada previamente en una lámina portaobjetos (control o post percoll); y 
para la determinación de la concentración celular en la cámara de Neubauer (grupo 




2.5. Fijación celular 
 
Las suspensiones celulares que pasaron por el proceso de fijación fueron lavadas con 
500µl de PBS + 0.1% BSA a fin de retirar el medio circundante, siendo centrifugadas 
por 5 minutos a 2500rpm y 37°C. Al pellet obtenido se le agregó 500µl de la solución 
fijadora (gota a gota y por las paredes del microtubo) y se incubó a -20°C por 15 minutos. 
Transcurrido el tiempo, estas suspensiones fueron centrifugadas por 5 minutos a 2500 
rpm y 4°C para luego lavarlas dos veces a las mismas condiciones con 500µl de PBS + 
0.1% BSA y resuspenderlas en 500µl de esta misma solución. Finalmente, las muestras 
fijadas se rotularon y almacenaron a 4°C hasta el momento de su lectura por citometría 
de flujo o microscopía de fluorescencia. 
Figura 8. Formación del anillo de SSC en las gradientes de Percoll 
señaladas mediante flechas 
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2.6. Cultivo de SSC control y post percoll 
 
Para ambos grupos de trabajo se cultivaron 1x106 de células por pocillo en 1.5ml de 
medio de cultivo DMEM a 37°C y 5% CO2 durante 8 días, siendo alimentadas 
periódicamente cada 2 o 3 días dependiendo del crecimiento celular (Figura 9). A su 
vez, se tomaron fotos de los cultivos con el microscopio invertido (Figura 10), y se 
sacaron alícuotas para evaluar la viabilidad y concentración de cada muestra. Luego de 
8 días de cultivo, se fijaron 1x106 de células de cada tratamiento para el posterior análisis 
por citometría de flujo o microscopía de fluorescencia. 






2.7. Aislamiento y cultivo de células de Sertoli 
 
El aislamiento constó de dos digestiones enzimáticas, similar al aislamiento de células 
madre espermatogoniales. Para este caso, se diseccionó un cuarto trozo de los 
testículos y se empleó 1ml de medio Hanks’ Balanced Salt Solution (suplementado con 
antibióticos y BSA 0.4%) para cada lavado, y 1ml de cada uno de los medios de digestión 
enzimático. Finalmente, la suspensión celular obtenida fue resuspendida en 500µl de 
medio Hank’s y se tomó una alícuota para calcular la concentración de células redondas 
(Anexo 1). Previamente se preparó la placa de cultivo, donde los pocillos fueron 
cubiertos con la lectina DSA (Datura stramonium agglutinin) a concentración de 5 µg/ml 
en 1ml de medio de cultivo DMEM + 10%SBF e incubado a 37°C, 5% CO2 por 1-2h. 
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Luego, se agregó 1x106 de células testiculares (grupo control) para ser cultivadas 
durante 28h; transcurrido el tiempo se retiró el sobrenadante y el pocillo se lavó una vez 
con el mismo medio. Finalmente, se agregó 500ul de DMEM + 10%SBF, dejándolo en 
cultivo a 37°C, 5% CO2 durante 1-3 semanas hasta lograr aproximadamente el 90% de 
confluencia y cambiando el medio periódicamente cada 2 o 3 días. 
 
 
2.8. Co-cultivo de las SSC enriquecidas con células de Sertoli 
 
Una vez alcanzado aproximadamente el 90% de confluencia en el crecimiento de las 
células de Sertoli se lavó con medio DMEM + 10%SBF y a ello se le agregó 1x106 de 
células del cultivo de SSC post percoll en 500 µl de medio DMEM fresco. Paralelamente 
se dejó en cultivo 1x106 de SSC post percoll en medio DMEM, representando el control 
del co-cutivo. 
Ambos grupos (SSC post percoll + células de Sertoli y SSC post percoll sin células de 
Sertoli) fueron evaluados por citometría de flujo y microscopía de fluorescencia luego de 
1-3 semanas de cultivo. 
 
 
2.9. Identificación de las SSC mediante el marcaje con el conjugado DBA- 
FITC 
Las técnicas de microscopía de fluorescencia y citometría de flujo se emplearon en la 
evaluación de la suspensión celular obtenida de las digestiones enzimáticas (control), la 
purificación por las gradientes de Percoll (post percoll), sus respectivos cultivos de 8 
días, los co-cultivos con las células de Sertoli y sus respectivos controles (SSC 
purificadas por las gradientes discontinuas y cultivadas sin células de Sertoli). 
En todos los casos se empleó 1.5μl del conjugado DBA-FITC marcador de células 
madre, el cual se incubó con 1 millón de células de cada una las suspensiones (frescas 
o fijadas) a 37°C durante 15 minutos y en completa oscuridad. Se centrifugó a 2500rpm 
por 5 minutos, y a las mismas condiciones se lavó dos veces con 200ul de Buffer 
Dulbecco’s + 0.4% BSA con el fin de retirar el excedente del marcador fluorescente. 
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Finalmente, se resuspendió en el mismo buffer y se prosiguió a la evaluación en 
completa oscuridad por microscopía de fluorescencia o citometría de flujo. Para el caso 
de las suspensiones celulares fijadas se realizó un lavado previo con 200μl de Buffer 
Dulbecco’s + 0.4% BSA. 
Para la evaluación en el microscopio de fluorescencia se añadió 10μl de la suspensión 
celular en una lámina portaobjetos y se registraron fotos. En campo oscuro se encontró 
que solo las SSC son marcadas con el conjugado DBA-FITC dando una fluorescencia 
verde; y en campo claro se evidencia el total de células testiculares. Tomando en cuenta 
lo mencionado, se evaluó el porcentaje de las SSC marcadas de un total aproximado de 
200 células redondas, diferenciándose las tres poblaciones de acuerdo con el estudio 
de Valdivia et al. 2019a (sDBA+, wDBA+ y DBA-) (Figura 11). 
Por otro lado, se analizaron 10000 eventos por muestra en el citómetro de flujo AMNIS, 
usando una longitud de onda de excitación de 488nm y 20mW. Se seleccionó la 
población de células redondas (recuadro verde) y de igual manera se clasificaron según 
la intensidad de fluorescencia emitida, siendo las strong DBA positivas (sDBA+) las 
SSC, las weak DBA positivas (wDBA+) las SSC en diferenciación temprana y las DBA 
negativas (DBA-) las células diferenciadas, siguiendo las pautas del trabajo de Valdivia 
et al. 2019a (Figura 12). 
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Figura 11. Evaluación por microscopía de fluorescencia. Células strong (sDBA+) con fuerte 
fluorescencia (flechas celestes), células weak (wDBA+) con débil fluorescencia (flechas negras) y 


























2.10. Identificación de las células de Sertoli 
 
Las células de Sertoli fueron visualizadas por contraste de fase, identificando que en el 
inicio de su crecimiento estas presentaban forma casi redonda, adheridas firmemente a 
la base de los pocillos de la placa y adoptando progresivamente su forma alargada, con 
expansión de sus prolongaciones filamentosas. Además, se evidenció la morfología 





2.11. Análisis estadísticos 
 
Se utilizó el Software IBM SPSS Stadistic v23 para comparar el número de SSC del 
aislamiento enzimático y la purificación de éstas mediante las gradientes de Percoll 
(frescas y cultivadas) analizadas mediante las técnicas de citometría de flujo y 
microscopía de fluorescencia. Si las variables siguen una distribución normal, se emplea 
la prueba de T-student para muestras relacionadas y en caso no se cumpla la 
distribución normal, se emplea la prueba de Wilcoxon como prueba no paramétrica. 
Figura 12. Evaluación por citometría de flujo. A la izquierda se observa el ploteo del total de células 
testiculares, con la selección de las células redondas en recuadro verde. A la derecha se muestra la 
clasificación de la población de las células redondas seleccionadas según la intensidad de su 
fluorescencia. A. strong DBA+ (sDBA+); B. weak DBA+ (wDBA+); C. células sin afinidad por el 







1. Evaluación de parámetros espermáticos 
 
Previo al aislamiento de las células madre espermatogoniales, se evaluaron los 
parámetros espermáticos de movilidad, concentración, viabilidad y test de host de 20 
pares de muestras testiculares de alpaca con pesos promedio mayores a 8g. Se 
seleccionaron aquellos con los mejores valores, obteniendo una media de la movilidad 
espermática de 52.74%, concentración promedio de 233.15 × 106 espermatozoides/ml, 
66.52% en cuanto a la viabilidad y 64.04% como valor promedio de la prueba Host, en 
donde se evaluó la integridad de la membrana plasmática del espermatozoide. Además, 
se puede observar una gran variedad de valores para cada parámetro evaluado, 
existiendo notable diferencia entre los valores máximo y mínimo (Tabla 1, Anexo 2). 
 
 
Tabla 1. Parámetros espermáticos de las 20 muestras testiculares evaluadas 
 
 








223.25 ± 132.31 40 450 
Viabilidad 
espermática (%) 
66.52 ± 12.29 35.83 84.46 




2. Evaluación de la viabilidad y concentración de las SSC de la suspensión 
de células testiculares (Grupo Control) 
Luego del aislamiento enzimático se evaluó la concentración y viabilidad de células 
redondas, entre las cuales se encontrarían las células madre espermatogoniales. La 
media de la concentración fue de 71.26 millones/ml, teniendo como valor mínimo 14 
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millones/ml y valor máximo 143 millones/ml; y la media de la viabilidad inicial (grupo 
control) fue del 92.59%, registrado en base al conteo de aproximadamente 200 células 
por muestra (Tabla 2, Anexo 3). 
 




 Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
Concentración 
celular [mill/ml] 
71.26 ± 34.03 14 143 
Viabilidad inicial 
(%) 







3. Evaluación de las distintas fases formadas en las columnas de Percoll  
Se evaluaron alícuotas de las distintas fases de las columnas de Percoll con Azul de 
tripán con el objetivo de identificar la posición de las SSC. 
En la fase superior al anillo se observaron muy pocas células redondas y debris; en 
cambio, en la fase inferior al anillo se observó gran cantidad de espermatozoides y 
glóbulos rojos, además de algunas células redondas. En la alícuota extraída del anillo 
se encontró una gran población de células redondas, las cuales serían evaluadas 
posteriormente mediante citometría de flujo y microscopía de fluorescencia afirmando 
ser la población purificada de células madre espermatogoniales (Figura 13). 
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Figura 13. Vistas de las distintas fases formadas en la purificación de las SSC mediante las 
columnas de Percoll, usando Azul de Tripán. A y B. Vista de la fase superior de la columna, con 
pocas células redondas y debris. C y D. Vista del anillo formado entre las fases de densidad 20% y 
30% donde se observan las SSC. E y F Vista de la fase inferior de la columna, con gran cantidad 


































































4. Evaluación de la viabilidad, concentración y enriquecimiento de las células 
purificadas mediante las gradientes de Percoll 
La media de la viabilidad y de la concentración de las células madre espermatogoniales 
purificadas mediante las gradientes de percoll fue de 92.47% y 14.43 milllones/ml 
respectivamente (Tabla 3). 
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Tabla 3. Valores de concentración y viabilidad post percoll de las SSC (Grupo Post Percoll) 
 
 
 Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
Concentración 
celular [mill/ml] 
14.43 ± 8.30 5.4 32.6 
Viabilidad post 
percoll (%) 





El porcentaje de SSC recuperadas se evaluó dividiendo la cantidad de células del anillo 
formado en las gradientes de percoll y el número de células redondas producto de las 
digestiones enzimáticas que fueron cargadas en las gradientes de densidad (Tabla 4), 
obteniendo una media de 46.04 ± 20.93 % y alcanzando una máxima recuperación del 
81.50% de SSC (Tabla 4, Tabla 5). 
 
 
Tabla 4. Recuperación de las SSC mediante las gradientes de Percoll 
 
 
























97- 19 14 7 10,8 5,4 77,14 
100- 19 123 36,9 8,4 8,4 22,76 
127- 19 44 13,2 21,4 10,7 81,06 
129- 19 65 19,5 12,3 6,2 31,79 
131- 19 94 28,2 7,4 7,4 26,24 
5- 20 26,1 31,3 24,6 24,6 78,59 
14- 20 110 20 32,6 16,3 81,50 
20- 20 49 39,2 23,4 23,4 59,69 
22- 20 54 43,2 25,7 25,7 59,49 
24- 20 93 27,9 9,7 9,7 34,77 
30- 20 82 41 19,3 19,3 47,07 
35- 20 143 42,9 25,2 25,2 58,74 
37- 20 60 36 11,8 11,8 32,78 
38- 20 111 44,4 12 12 27,03 
44- 20 53 21,2 5,4 5,4 25,47 
45- 20 64 22,4 9,4 9,4 41,96 
46- 20 79 23,7 5,4 5,4 22,78 
52- 20 85 25,5 12,2 12,2 47,84 
56- 20 46 23 5,7 5,7 24,78 
57- 20 30 15 5,9 5,9 39,33 
 
* Los números 19 y 20 indican el año en el que se trabajó la muestra (2019-2020) 
80  
Tabla 5. Media del porcentaje de recuperación de las células madre espermatogoniales 
 
 
 Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
Recuperación de 
las SSC (%) 





5. Comparación entre las viabilidades inicial y post percoll 
 
Las viabilidades celulares producto del aislamiento enzimático y la purificación con las 
gradientes fueron mayores al 70%, donde las células muertas son aquellas coloreadas 
de azul ya que al tener dañada la membrana celular estas permitieron la entrada del 
colorante; caso contrario, las células vivas se vieron transparentes (Figura 14). 
Las medias de las viabilidades inicial y post percoll fueron 92.59 ± 6.92 % y 92.47 ± 5.79 
 
% respectivamente (Tabla 6), lo cual podría indicar que el empleo de las gradientes 
discontinuas de Percoll no afectaría en gran medida la integridad de las membranas 
celulares. 
Los valores de la viabilidad de las células redondas del grupo Control y grupo Post 
Percoll se muestran en el Anexo 3. 
 
 






Viabilidad post percoll 
(%) 
 
Media ± SD 92.59 ± 6.92 92.47 ± 5.79 
Valor Mínimo 75.3 72.3 










Para conocer si el uso de las gradientes de Percoll daña significativamente las células 
espermatogoniales se empleó la prueba de Wilcoxon como prueba no paramétrica, 
luego de haberse demostrado que las muestras no siguen una distribución normal. Para 
ello, se analizaron los valores obtenidos de la prueba Shapiro-Wilk, ya que el número 
de muestra trabajado es menor a 30 (Anexo 4). 
Se demuestra que el presente estudio es longitudinal y las muestras son relacionadas 
puesto que a las mismas muestras se les evalúa las viabilidades antes y después del 
empleo de las gradientes de Percoll. Debido a ello se analizó el estadístico de Wilcoxon, 
donde se obtuvo un p_value de 0.794 (p>0.05), demostrándose que no existe diferencia 
significativa entre las viabilidades iniciales y post percoll (Anexo 5). 
Figura 14. Viabilidades celulares con Azul de Tripán. A la izquierda se observa la viabilidad inicial 
(luego de las digestiones enzimáticas) y a la derecha, la viabilidad post percoll. La tinción diferencial 
permite distinguir las células vivas (transparentes, flechas amarillas) de las células muertas (azules, 
flechas azules); además en el pool de células testiculares también se observaron glóbulos rojos 
(recuadro rojo) y espermatozoides (elipses celestes). 
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6. Comparación de los porcentajes de SSC del Grupo Control y Post Percoll 
evaluados mediante Citometría de Flujo 
 
Se evaluaron ambos tratamientos (grupo control y post percoll) de 8 muestras mediante 
citometría de flujo. El marcaje con el conjugado DBA-FITC de la suspensión celular 
obtenida de las digestiones enzimáticas (grupo control) dio una media de 37.02 ± 
29.21% de células con fuerte afinidad al DBA (sDBA+), representando a la población de 
células madre espermatogoniales. El rango de valores porcentuales de SSC de las 
muestras control fue muy amplio, llegando a obtener un valor máximo de 85.30% (Tabla 
7). La media de células sDBA+ del grupo control (37.02 ± 29.21%) comparado a la media 
porcentual de SSC purificadas por las gradientes del Percoll (62.46 ± 33.15%) presentó 
una diferencia estadísticamente significativa (p<0.05), evaluación dada mediante la 
prueba T para dos muestras relacionadas. De igual manera se encontró diferencia 
significativa entre las medias de las células en diferenciación temprana (wDBA+) de los 
grupos control (51.25 ± 25.49%) y las purificadas post percoll (31.15 ± 25.70%) de las 8 
muestras, lo cual demostraría el enriquecimiento por las gradientes discontinuas de 
Percoll. Caso contrario, la media de las células diferenciadas (DBA-) del grupo post 
percoll (5.21 ± 9.45%) fue menor a la media de la población celular sin afinidad por el 
marcador DBA del grupo control (9.77 ± 7.57%); sin embargo, esta diferencia no fue 
estadísticamente significativa (Gráfico 1). Los datos de cada muestra se presentan en 
el Anexo 6. 
En la Figura 15 se evidencia una población enriquecida de SSC luego de emplearse las 
columnas de Percoll. El ploteo muestra la selección de células redondas (recuadro 
verde) que incluyen las SSC en mayor proporción en el grupo Post Percoll; y el 
histograma indica los porcentajes de los tres grupos poblacionales (sDBA+, wDBA+, 
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Tabla 7. Evaluación por Citometría de Flujo de la media porcentual de las poblaciones sDBA+, 
wDBA+ y DBA- (Grupo Control) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 37.02 ± 29.21 2.23 85.30 
wDBA+ (%) 51.25 ± 25.49 12.50 83.14 





Tabla 8. Evaluación por Citometría de Flujo de la media porcentual de las poblaciones sDBA+, 
wDBA+ y DBA- (Grupo Post Percoll) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 62.46 ± 33.15 3.64 95.91 
wDBA+ (%) 31.15 ± 25.70 3.17 69.10 





Gráfico 1. Comparación por tratamiento (Control y Post Percoll) de las medias porcentuales de 
las poblaciones sDBA+, wDBA+ y DBA- evaluadas por Citometría de Flujo 
 
 
* Los superíndices distintos indican diferencias estadísticamente significativas. sDBA+: población 






Figura 15. Comparación poblacional entre el grupo control (parte superior) y post percoll (parte 
inferior) evaluadas por citometría de flujo. Al lado izquierdo se observa el ploteo del total de células 
testiculares, con la selección de las células redondas dentro del recuadro verde (incluidas las 
SSC). En la columna de la derecha se observa el histograma con el análisis de las células 










7. Comparación de los porcentajes de SSC del Grupo Control y Post Percoll 
evaluados mediante Microscopía de fluorescencia 
Se evaluaron ambos tratamientos (grupo control y post percoll) de 12 muestras mediante 
microscopía de fluorescencia. La media de los porcentajes de las células madre 
espermatogoniales purificadas mediante las gradientes de Percoll (sDBA+) fue 30.85 ± 
21.98%, alcanzando un valor máximo de 81.82% (Tabla 10); mientras que la media del 
grupo control fue 13.33 ± 18.88%. La diferencia entre ambas medias fue 
estadísticamente significativa (p<0.05), evaluación dada mediante la prueba Wilcoxon 
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para dos muestras relacionadas. Respecto a las células en vías de diferenciación 
(wDBA+) no se obtuvo diferencia significativa entre las medias del grupo control y post 
percoll (9.90 ± 14.81%, 7.05 ± 6.71%, respectivamente); sin embargo, la comparación 
de las medias de las células diferenciadas (DBA-) sí presentó diferencia 
estadísticamente significativa (Gráfico 2, Anexo 7), mostrando para todos los grupos un 
rango muy amplio de datos (Anexo 7). 
En la Figura 16 se observa el total de las células testiculares en campo claro, y la 
fluorescencia de aquellas que presentan afinidad con el marcador de células madre 




Tabla 9. Evaluación por Microscopía de Fluorescencia de la media porcentual de las 
poblaciones sDBA+, wDBA+ y DBA- (Grupo Control) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 13.33 ± 18.88 1.68 54.39 
wDBA+ (%) 9.90 ± 14.81 0.68 42.98 






Tabla 10. Evaluación por Microscopía de Fluorescencia de la media porcentual de las 
poblaciones sDBA+, wDBA+ y DBA- (Grupo Post Percoll) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 30.85 ± 21.98 12.24 81.82 
wDBA+ (%) 7.05 ± 6.71 1.16 23.68 
DBA- 62.10 ± 27.30 3.03 83.12 
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Figura 16. Comparación de las poblaciones control (A y B) y post percoll (C y D) evaluadas por 
microscopía de fluorescencia. A la izquierda se observa el campo fluorescente con las células 
marcadas según su afinidad con DBA; y a la derecha, el campo claro con el total de células 
testiculares. 
Gráfico 2. Comparación por tratamiento (Control y Post Percoll) de las medias porcentuales de 




* Los superíndices distintos indican diferencias estadísticamente significativas. sDBA+: población 












































8. Comparación porcentual de las SSC de los Cultivos Grupo Control y Post 
Percoll evaluados mediante Citometría de Flujo 
Los cultivos de 8 días de los grupos Control y Post Percoll fueron evaluados mediante 
citometría de flujo y microscopía de fluorescencia. La evaluación por la primera técnica 
mencionada muestra que la media de las células madre espermatogoniales (sDBA+) del 
grupo Cultivo Control 8d fue de 44.80 ± 19.62% frente al 37.02 ± 29.21% del grupo 
Control sin cultivar. La diferencia entre ambos valores no muestra diferencia 
significativa, al igual que la comparación de medias de las células sDBA+ del grupo 
Cultivo Control 8d y el grupo Cultivo Post Percoll 8d (44.80 ± 19.62% vs 53.16 ± 14.49%) 
(Gráfico 3). En resumen, la comparación de las medias de las tres diferentes 
poblaciones celulares (sDBA+, wDBA+, DBA-) entre los grupos Cultivo no muestran 
diferencia estadísticamente significativa entre sí, al igual que con sus respectivos grupos 
iniciales sin cultivar. Los análisis comparativos se realizaron usando la prueba T para 
dos muestras relacionadas y los datos muestrales se presentan en el Anexo 8. 
 
Tabla 11. Evaluación por Citometría de Flujo de la media porcentual de las poblaciones sDBA+, 
wDBA+ y DBA- (Grupo Cultivo Control 8d) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 44.80 ± 19.63 20.20 84.60 
wDBA+ (%) 44.75 ± 17.22 12.80 65.80 




Tabla 12. Evaluación por Citometría de Flujo de la media porcentual de las poblaciones sDBA+, 
wDBA+ y DBA- (Grupo Cultivo Post Percoll 8d) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 53.16 ± 14.49 34.10 81.20 
wDBA+ (%) 39.44 ± 12.15 16.70 54.50 
DBA- 4.77 ± 3.99 0.37 12.90 
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Gráfico 3. Comparación por tratamiento (Cultivo Control 8d y Cultivo Post Percoll 8d) de las 




* Los superíndices iguales indican que no existe diferencias estadísticamente significativas. 
sDBA+: población de células madre espermatogoniales; wDBA+: células en vías de 





Gráfico 4. Comparación de las medias porcentuales de células sDBA+ por tratamiento (Control 




















* La comparación de las medias de la población sDBA+ de los grupos Control y Post Percoll con 
sus respectivos cultivos indica que no presentan diferencias estadísticamente significativas entre 
sí 
C: Control; P: Post Percoll; CC: Cultivo Control; CP: Cultivo Post Percoll 



























9. Comparación porcentual de las SSC de los Cultivos Grupo Control y Post 
Percoll evaluados mediante Microscopía de Fluorescencia 
La media de las células con fluorescencia más intensa (sDBA+) del cultivo de 8 días del 
grupo post percoll (60.46 ± 7.31%) fue mayor en comparación a la media del cultivo 
control (50.36 ± 8.07%). Este incremento mostró una diferencia significativa al igual que 
la comparación de las medias del grupo de células sin afinidad al DBA (DBA-); en cambio 
los valores de las medias porcentuales del grupo de células en diferenciación temprana 
(wDBA+) de ambos grupos cultivo fueron similares (34.35 ± 9.01% vs 31.52 ± 7.27%), 
sin encontrarse diferencia estadísticamente significativa (Gráfico 5, Anexo 9). 
El Gráfico 6 muestra barras comparativas de las medias de la población sDBA+ de cada 




Tabla 13. Evaluación por Microscopía de Fluorescencia de la media porcentual de las 
poblaciones sDBA+, wDBA+ y DBA- (Grupo Cultivo Control 8d) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 50.36 ± 8.07 37.35 65.00 
wDBA+ (%) 34.35 ± 9.01 18.88 46.55 





Tabla 14. Evaluación por Microscopía de Fluorescencia de la media porcentual de las 
poblaciones sDBA+, wDBA+ y DBA- (Grupo Cultivo Post Percoll 8d) 
 
 
Media ± SD Valor Mínimo Valor Máximo 
 
sDBA+ (%) 60.46 ± 7.31 49.15 72.94 
wDBA+ (%) 31.52 ± 7.27 17.65 43.95 
DBA- 8.02 ± 5.45 3.43 20.10 
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Gráfico 5. Comparación por tratamiento (Cultivo Control 8d y Cultivo Post Percoll 8d) de las 




* Los superíndices distintos indican que existe diferencias estadísticamente significativas. 
sDBA+: población de células madre espermatogoniales; wDBA+: células en vías de 





Gráfico 6. Comparación de las medias porcentuales de células sDBA+ por tratamiento (Control 






















* La comparación de las medias de la población sDBA+ de los grupos Control y Post Percoll con 
sus respectivos cultivos indica que sí presentan diferencias estadísticamente significativas entre 
sí 
C: Control; P: Post percoll; CC: Cultivo control; CP: Cultivo Post percoll 





























10. Comparación de Cultivos Control y Post Percoll 
 
Los cultivos controles producto del aislamiento enzimático evidenciaron la presencia de 
gran cantidad de detritos o contaminantes, además de glóbulos rojos (la cantidad 
dependió de las muestras). Por el contrario, los cultivos post percoll se observaron más 
limpios, con presencia mayoritaria de células madre espermatogoniales y gran 
reducción de otras células testiculares como espermatozoides, células somáticas o 
glóbulos rojos. 
Inicialmente los cultivos muestran a las células individualmente, luego de 
aproximadamente 4 días se logra ver la formación de colonias, las cuales aumentan 
hasta los días 7-8 y gradualmente van disminuyendo en número a medida que el cultivo 
se hace más largo. Además, se observó que la membrana de muchas células redondas 
del cultivo control se rompían en el transcurso del cultivo; sin embargo, las células del 
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Figura 17. Cultivos control y post percoll en medio DMEM. (A-C) Vistas a 25X de los cultivos controles de 1, 
4 y 8 días respectivamente. Se observa presencia de gran cantidad de glóbulos rojos (flechas negras) y 
detritus. (D-F) Vistas a 25X de los cultivos post percoll de 1, 4 y 8 días respectivamente. Se observan cultivos 
más limpios, con evidente reducción de glóbulos rojos u otros contaminantes, con formación de colonias 
celulares (flechas azules). 
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Figura 18. Caracterización de cultivos de células de Sertoli (CS) en medio DMEM + 10%SBF. (A) 
Vista a 25X de CS de 2 días de cultivo. (B) Vista a 25X de 5 días de cultivo, donde se aprecian células 
individuales con finas extensiones. (C) Vista a 10X del cultivo de 8 días, con grandes extensiones y 
contacto entre sí. (D) Vista a 25X con contraste de fase de células de 8 días de cultivo, donde se 
observa un núcleo con apariencia granular y contorno irregular. (E-F) Monocapa de CS luego de 2 y 
3 semanas de cultivo, respectivamente. 
11. Caracterización de los cultivos in vitro de células de Sertoli 
 
Las células cultivadas en las placas recubiertas con la lectina DSA y en medio DMEM + 
10%SBF fueron vistos con microscopio invertido, con y sin contraste de fase. 
Inicialmente, presentaron forma casi redonda y se veían adheridas al fondo de los 
pocillos; en los días siguientes (dependiendo de cada muestra, al tercer o séptimo día) 
fueron tomando su forma aplanada con producción de extensiones, llegando a adquirir 
una apariencia epiteloide (Figura 18). Luego de 1-3 semanas de cultivo, se logró una 
confluencia aproximada del 90%, momento el cual se realizó el cambio de medio para 





































CULTIVO CS CULTIVO SSC POST PERCOLL 
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Citometría de flujo / 
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* SSC: células madre espermatogoniales post percoll; CS: células de Sertoli 
12. Co-cultivos de células de Sertoli con SSC purificadas por las gradientes 
de Percoll 
Los cultivos de las células de Sertoli en medio DMEM + 10%SBF que progresaron, 
tomaron entre 9-24 días en alcanzar el 90% de confluencia. Tras ello, se les agregó 
1x106 de las células purificadas por las gradientes de Percoll que estaban en cultivo y 
se dejaron en co-cultivo durante 8-16 días en medio DMEM. Debido al tiempo requerido 
para el crecimiento de las células de Sertoli, se realizaron co-cultivos con SSC y células 
de Sertoli provenientes de diferentes muestras, empleando en algunas ocasiones SSC 
post percoll frescas (Tabla 15). Además, el grupo control estuvo comprendido por 1x106 
de SSC post percoll (sin células de Sertoli) que siguió en crecimiento paralelamente con 
el co-cultivo. 
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Los co-cultivos en medio DMEM fueron vistos en microscopio invertido con y sin 
contraste de fase 25X, donde la proliferación de las SSC fue muy rápida los tres primeros 
días, observándose células muy redondas comparadas a su respectivo cultivo control 
(SSC post percoll sin células de Sertoli) y con formación de varias colonias de SSC, las 
cuales empezaron a aparecer desde el segundo día de co-cultivo y a disminuir en 
número luego de 8-10 días. La evaluación visual al microscopio registró la ruptura de 
las células del grupo control en promedio luego de 8-10 días de cultivo, y al cabo de dos 
semanas su número disminuyó aún más, dejando restos celulares en el medio. Aunque 
se observó una disminución del número celular en los co-cultivos, luego de 
aproximadamente dos semanas se observaron clonas de SSC, en íntimo contacto con 
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* SSC: células madre espermatogoniales post percoll; CS: células de Sertoli 
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Figura 19. Co-cultivos (SSC post percoll-Sertoli) en medio DMEM. (A-B) Vista a 10X y en contraste fase 25X 
del primer día de co-cultivo. SSC (flechas azules) y células de Sertoli (cabeza de flecha negra). (C-D) Vistas 
a 10X de colonias de SSC en el tercer día de co-cultivo (flechas negras). (E) Día 4 visto en contraste de fase 
25X. (F) Colonia de SSC en el día 8 del co-cultivo, visto a 25X. (G) Día 10 del co-cultivo, visto a 10X. (H) 
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Figura 20. Comparación de los co-cultivos (SSC post percoll-Sertoli) con sus controles (SSC post percoll sin 


































































Se evaluó el porcentaje de cada uno de los tres grupos poblacionales (sDBA+, wDBA+, 
DBA-), discriminados mediante microscopía de fluorescencia, haciendo comparaciones 
entre los co-cultivos y sus respectivos cultivos control. 
 
 
Tabla 16. Porcentajes de células sDBA+, wDBA+, DBA- en 8 co-cultivos y sus respectivos 
cultivos control – Microscopía de Fluorescencia 
 
  % sDBA+ % wDBA+ % DBA- 
Par 1 
5SSC 26D (control) 18.18 45.45 36.36 
5SSC-5CS 16D (co-cultivo) 32.35 26.47 41.18 
Par 2 
20SSC 13D (control) 38.38 24.24 37.37 
20SSC-14CS 10D (co-cultivo) 29.53 27.73 42.74 
Par 3 
22SSC 17D (control) 24.75 29.7 45.54 
22SSC-20CS 8D (co-cultivo) 38.18 16.36 45.45 
Par 4 
30SSC 22D (control) 51.92 19.23 28.85 
30SSC-14CS 13D (co-cultivo) 46.67 32.00 21.33 
Par 5 
45SSC 8D (control) 18.28 37.63 44.09 
45SSC-24CS 8D (co-cultivo) 37.98 27.91 34.11 
Par 6 
52SSC 8D (control) 52.24 41.79 5.97 
52SSC-35CS 8D (co-cultivo) 54.92 38.52 6.56 
Par 7 
57SSC 8D (control) 56.00 32.00 12.00 
57SSC-37CS 8D (co-cultivo) 66.67 25.93 7.41 
Par 8 
52SSSC 11D (control) 65.91 20.45 13.64 




Gráfico 7. Comparación porcentual de las células sDBA+ de los co-cultivos y sus controles- 
evaluación por Microscopía de Fluorescencia 
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Figura 21. Histogramas del Par 1 (control y co-cultivo). Se comparan los porcentajes de las 
poblaciones sDBA+, wDBA+, DBA- de cada grupo. 
Tabla 17. Porcentajes de células sDBA+, wDBA+, DBA- en un co-cultivo y su respectivo cultivo 
control – Citometría de Flujo 
 
  % sDBA+ % wDBA+ % DBA- 
Par 1 
5SSC 26D (control) 4.34 55.6 38.1 










El presente trabajo de investigación tuvo por objetivo determinar herramientas 
biotecnológicas basadas en técnicas de purificación y cultivo celular in vitro de células 
madre espermatogoniales (SSC) y células de su nicho como las de Sertoli, que puedan 
ser útiles en el manejo reproductivo de las alpacas macho, partiendo del conocimiento 
funcional de éstas. Si bien este tema ha sido y sigue siendo bastante estudiado en 
especies como el ratón, ratas, porcinos, canes, chivos, bovinos y hasta humanos (Kon 
et al., 1999; Zhang et al., 2008; Von Kopylow et al., 2010), aún se desconoce en su 
totalidad los mecanismos moleculares que regulan la espermatogénesis, 
particularmente en los camélidos. Sin embargo, es indiscutible la existencia de diversas 
interacciones entre los distintos tipos de células testiculares. 
Para desarrollar alternativas que ayuden a superar las barreras reproductivas de 
animales como las alpacas es importante el conocimiento de técnicas de aislamiento y 
purificación celular, partiendo de la comprensión de los procesos bioquímicos que 
implica una ruptura de tejido, con el fin de separarlas en sus diferentes tipos celulares y 
poder obtener una población relativamente homogénea con alto grado de pureza. Este 
paso es fundamental dado que en este trabajo se busca aislar de manera eficiente a las 
células madre espermatogoniales, aquellas con capacidad de restablecer la 
espermatogénesis; y a las células de Sertoli, importantes por ser aquellas que sirven de 
soporte para el normal desarrollo de este proceso. 
Se ha descrito en ratones, ratas y chivos que los procesos de purificación de las SSC 
soportados por las células de Sertoli aumenta las probabilidades de éxito de restablecer 
la capacidad de producción de espermatozoides en individuos infértiles, cuya 
producción espermática presentaría el genotipo de la especie donadora y por lo cual 
esta herramienta ayudaría a diseminar las características genéticas superiores o 
producir animales transgénicos (Herrid et al., 2007). En este aspecto, uno de los 
objetivos a largo plazo es lograr establecer una línea germinal de células madre 
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espermatogoniales de alpaca que pueda ser empleada para futuros alotrasplantes y 
lograr superar las barreras reproductivas que las caracteriza. Para ello se busca aislar y 
propagar in vitro las SSC de individuos jóvenes y adultos, así como purificar y enriquecer 
la baja población de éstas. 
Sumado a este objetivo, estudios similares con diversas especies afirman que la edad 
y el estado funcional de los animales son puntos clave para lograr una óptima 
recuperación de células madre espermatogoniales y el desarrollo continuo del cultivo in 
vitro, ya que estos factores afectan tanto el rendimiento como la pureza de las fracciones 
celulares separadas, y es por ello que la mayoría de investigaciones similares emplean 
organismos inmaduros o prepúberes con el objetivo de disminuir la contaminación dada 
por la variedad de estados de diferenciación de las células de la línea germinal (Koruji 
et al., 2009); sin embargo, en este estudio se emplearon muestras testiculares de 
alpacas macho adultos destinados al consumo humano, es decir, aquellos con una gran 
variedad de células testiculares, además de presentar evidentes problemas 
reproductivos. A pesar de ello, los resultados muestran aislamientos exitosos de SSC, 
la purificación de éstas mediante las gradientes de Percoll, y aislamientos de células de 
Sertoli, haciendo viable los cultivos in vitro. De esta manera, la separación de las SSC 
del resto de las células testiculares se basó en el conocimiento de las propiedades 
físicas como la densidad celular, optando por el uso de gradiente de densidad 
acompañado de procesos de centrifugación. Así también, se aprovechó la capacidad de 
adherencia de las células de Sertoli a soportes de plástico, empleando la lectina DSA 
con el cual el proceso de aislamiento sea más rápido, eficaz y se obtenga una población 
con una alta pureza. 
Inicialmente se analizaron los parámetros espermáticos, principalmente la movilidad y 
concentración, con el fin de servir de guía y predecir indirectamente las muestras con 
mejor actividad proliferativa en cultivo. Dado que se tuvo la certeza de trabajar solo con 
muestras de alpacas adultas (aproximadamente entre 2 a 3 años), los testículos más 
pequeños se descartaron ya que podría tratarse de casos de hipogonadismo o atrofia 
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testicular, descritos en necropsias de machos sacrificados en camales (Sumar, 1983). 
También fueron descartados aquellos pares de testículos que físicamente presentaban 
edemas, quistes, pus o coloración rojo intenso, siendo esta última característica no 
excluyente ya que la presencia de glóbulos rojos se eliminaría con el uso del Percoll; sin 
embargo, una excesiva cantidad de éstas dificultaría el proceso. Tomando en cuenta 
dichos puntos, el número de muestras empleadas para este estudio y que llegaron a 
proliferar en cultivo fue mucho menor al total de gónadas enviadas provenientes del 
camal de Huancavelica. 
Para el aislamiento de las SSC se optó por digestiones enzimáticas, empleando 
colagenasa, enzima que actúa rompiendo el colágeno, principal componente de la 
matriz extracelular; hialuronidasa que actúa sobre la matriz extracelular del tejido 
conectivo; y DNAsa, la cual degrada el material genético expuesto en el medio, producto 
del daño mecánico de algunas células (Izadyar et al., 2002). Este procedimiento permite 
la disrupción de la matriz extracelular, reduciendo el tejido a una suspensión de células 
testiculares individuales, donde es importante tomar en cuenta la duración de cada 
proceso enzimático y la concentración de las enzimas para disminuir a lo mínimo posible 
el daño a las SSC y así poder preservar la información genética de éstas. Se siguió el 
protocolo de aislamiento de células madre de alpaca, implementado en el laboratorio 
(Reyes, 2018) con ligeras modificaciones como las revoluciones y tiempos de 
centrifugación, reduciendo la velocidad de 4000 rpm a 1500 rpm ya que resultaría en un 
menor daño en las células, y realizándose dos lavados de 5 minutos cada uno luego de 
la segunda digestión enzimática, con la finalidad de reducir los contaminantes y quitar 
con mayor eficacia el exceso de las enzimas empleadas. Siguiendo dichos lineamientos, 
luego de las digestiones enzimáticas se obtuvo una viabilidad media inicial de 92.59% y 
una concentración de células redondas entre las que se encontraría la población de 
SSC, de 71.26 mill/ml (Tabla 2) de un total de 2.4 g de tejido testicular por muestra, por 
lo que se tendría 29.69 mill/g de células. Estos resultados comparados a la viabilidad 
media de 70.74% y concentración de 15.9 mill/g obtenidos con el protocolo anterior 
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(Reyes, 2018) o con el rango de 75% - 90% de viabilidad de células testiculares de 
cuatro distintos grupos etarios de alpaca obtenidos en el trabajo de Huamaní (2018), 
reflejarían una mejora del procedimiento actual; y dado que el proceso de purificación 
de las SSC por las gradientes de Percoll implica una disminución en la cantidad de las 
células iniciales, se sugiere que la muestra de partida preferentemente tenga una 
concentración apreciable, acompañado de valores de viabilidad altos. Sin embargo, el 
valor promedio de concentración celular aquí obtenido sería mucho menor al producto 
de las digestiones enzimáticas de muestras testiculares de toro o porcino, donde se ha 
logrado alcanzar entre 60 - 80 millones de células redondas por gramo testicular (Herrid 
et al., 2009). Por otro lado, el valor promedio de la viabilidad inicial registrado en este 
estudio (92.59%), es comparable a porcentajes mayores al 80% - 90% obtenido de 
digestiones enzimáticas de células testiculares de búfalo, ratas y humanos (Rafeeqi y 
Kaul, 2013), demostrando que la mayoría de las células mantienen la funcionalidad e 
integridad de su membrana plasmática. Estos valores indicarían la eficacia del proceso 
de aislamiento celular empleado, a pesar de las condiciones desfavorables como el 
tiempo de transporte de las muestras biológicas (24h post mortem) y la edad de los 
individuos, factores que influirían negativamente en el aislamiento de los diferentes tipos 
celulares, así como en el progreso de los cultivos in vitro. 
Dado que uno de los objetivos a largo plazo es el establecimiento de una línea celular 
apta para alotrasplantes, es necesario enriquecer la escasa población de las SSC, lograr 
expandirlas y finalmente criopreservarlas. Es así como diversos estudios emplean una 
o la combinación de varias técnicas de enriquecimiento de SSC como el plaqueo 
diferencial, las gradientes de Percoll, la selección por matrices extracelulares o la 
combinación de éstas. En este sentido, se optó por el uso de las gradientes de Percoll 
dado que cuenta con resultados satisfactorios de acuerdo con la literatura revisada. 
Según Heidari y su equipo de investigación, la baja viscosidad y osmolalidad del Percoll 
serían las características responsables de la óptima separación de los distintos tipos 
celulares de acuerdo a sus densidades (Heidari et al., 2014). Este método sería ideal 
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para separar células cuyas densidades difieren en más de 0.02 g/ml; sin embargo, dado 
que las espermatogonias tipo A son de tamaño similar, cabe la posibilidad de separar 
no solamente las SSC (Zhang et al., 2016). Por tanto, es necesario corroborar el éxito 
de dicho procedimiento mediante técnicas de identificación de células madre, como 
citometría de flujo, microscopía de fluorescencia, entre otras. 
El Percoll empleado fue testeado para cultivo celular, es decir, fue el más adecuado con 
menor riesgo de causar efectos negativos en la viabilidad y morfología de las SSC. Esto 
se pudo corroborar mediante la comparación de las medias de las viabilidades inicial 
(producto de las digestiones enzimáticas) y post percoll (92.59 ± 6.92% y 92.47 ± 5.79, 
respectivamente), cuya diferencia no resultó ser estadísticamente significativa (p>0.05). 
Además, se alcanzó un valor máximo de 81.50% de SSC recuperadas, producto de la 
relación de las células obtenidas del anillo y el total de células redondas cargadas 
inicialmente en la gradiente (Tabla 5). Esta población purificada y enriquecida de SSC 
vista al microscopio óptico constó de una población homogénea con bordes 
redondeados y una pequeña fracción de células de menor tamaño, las cuales podrían 
estar comenzando un proceso de diferenciación, según lo hipotetizan en un estudio 
similar con muestras testiculares de alpaca (Huamaní, 2018). 
La identificación de las células madre espermatogoniales en cortes histológicos se 
puede lograr gracias al uso de marcadores como el DBA (Dolichos biflorus agglutinin), 
una lectina con afinidad específica a residuos de N-acetil-α-D-galactosamina (α-D- 
GalNAc) presentes en las SSC, caracterizándolas según el tamaño, forma del núcleo o 
la cantidad de nucleolos, lo cual probablemente sería indicativo del estado de 
diferenciación celular (Izadyar et al., 2002). Por ejemplo, en testículos de bovino 
prepúberes se han encontrado tres grupos de espermatogonias de diferentes tamaños 
y número de nucleolos, donde el grupo de células de menor tamaño y con uno a tres 
nucleolos probablemente da referencia a las células más indiferenciadas, mientras que 
las de mayor tamaño y con un gran nucleolo central corresponderían a aquellas que han 
iniciado el proceso de diferenciación dado que presentan una fuerte reacción positiva a 
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c-Kit (Wrobel, 2000), en tanto que estudios como el del grupo de Valdivia y colegas ha 
demostrado que el marcador DBA reconoce subpoblaciones espermatogoniales según 
la intensidad de fluorescencia emitida (Valdivia et al., 2019a). Entre ellas se encontrarían 
las SSC, caracterizadas por ser aquellas que se marcan más fuertemente con el 
conjugado DBA-FITC y nombradas como strong DBA+ (sDBA+) y las SSC en vías de 
diferenciación, con un marcaje más débil y nombradas como weak DBA+ (wDBA+). 
Siguiendo y corroborando lo ya planteado se evaluaron las diferentes poblaciones 
celulares en fresco y cultivadas, comparando lo obtenido con otros trabajos, sea en la 
misma o diferente especie animal. 
Si bien no se tiene información sobre la relación numérica entre las células germinales 
y las células de Sertoli en la alpaca, sí existe registro de otras especies como el toro con 
una proporción aproximada del 10% de espermatogonias, 40% de células de Sertoli y 
20% de otras células somáticas. Estos datos serían obtenidos luego de las digestiones 
enzimáticas del tejido testicular de individuos prepúberes y analizados mediante 
inmunocitoquímica, marcadores de superficie o según características funcionales y 
físicas (Herrid et al., 2007). En cuanto a las poblaciones celulares de la rata, se encontró 
que las espermatogonias representan el 30% del total de las células testiculares con 
una cantidad aproximada de 27 millones de células de Sertoli por gramo testicular 
(França y col., 2005); y entre los resultados aquí obtenidos mediante citometría de flujo 
y microscopía de fluorescencia registraron medias de las células con fuerte afinidad al 
DBA producto de las digestiones enzimáticas del 37.02 ± 29.21% (de ocho de las 
muestras trabajadas) y 13.33 ± 18.88% (de doce de las muestras), respectivamente 
(Tabla 7, Tabla 9), siendo una estimación que contribuiría con estudios posteriores del 
aspecto reproductivo de la alpaca. Ambas técnicas de identificación de SSC se basan 
en el uso de marcadores celulares acoplados a fluorocromos; sin embargo, presentan 
claras diferencias como la sensibilidad y rapidez de evaluación. La citometría de flujo se 
presenta como un método objetivo y mucho más rápido dado que analiza miles de 
células por segundo en tiempo real, siendo capaz de cuantificarlas y discriminarlas una 
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a una según la fluorescencia emitida; en cambio la evaluación por microscopía de 
fluorescencia va a depender del criterio del operador al agrupar las poblaciones 
celulares según la intensidad de fluorescencia, el tiempo requerido para el análisis es 
mayor, pero con la posibilidad de constatar visualmente el marcaje de las agrupaciones 
celulares. 
Entre algunos de los trabajos expuestos como parte de la literatura, se ha dado a 
conocer que la evaluación del aislamiento de células testiculares de búfalos prepúberes 
de 10 - 14 meses registró un promedio de 27.58% de espermatogonias tipo A DBA+ del 
total de células testiculares producto de dos digestiones enzimáticas, con una viabilidad 
superior al 80%. A ello le seguiría el plaqueo diferencial con el cual la pureza celular 
obtenida fue de 48.27% y una viabilidad media de 78.40%; sin embargo, el subsecuente 
empleo de las gradientes de Percoll (fracciones de densidades 1.0654, 1.0542, 1.0513 
y 1.0413 g/ml usando medio MEM como dilutor) aumentaría aún más la pureza hasta 
obtener una media de 71.86% y viabilidad de 70.26% de SSC (Rafeeqi y Kaul, 2013). 
Dichos resultados se obtuvieron mediante citometría de flujo para el cual fueron 
analizados 10000 eventos por muestra, usando al igual que en el presente trabajo, el 
conjugado DBA-FITC. Además, se determinó que estos valores son comparables a los 
obtenidos de la purificación de espermatogonias tipo A de testículos de ratón prepúber 
(Bellve et al., 1977), ratas (Morena et al., 1996) y cerdos (Dirami et al., 1999). Entretanto, 
un trabajo reciente en el cual se emplearon testículos de bovino adulto registró que el 
porcentaje de células DBA+ antes del Percoll (densidades 60%, 40%, 20%) fue 15.31 ± 
2.87% y después del Percoll 52.70 ± 7.50%, con la colecta de la interfase formada entre 
las fracciones de 40% y 20% (Kitamura et al., 2018). Estas evidencias muestran un 
notable aumento del porcentaje de células DBA+ producto de la purificación mediante 
gradientes de densidad Percoll, lo cual es comparable con los resultados obtenidos en 
esta investigación, también evaluados mediante citometría de flujo. Como ya se 
mencionó, el porcentaje de células DBA+ de la suspensión de células testiculares 
(control) de ocho muestras trabajadas, fue 37.02 ± 29.21%, el cual se incrementó 
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significativamente a 62.46 ± 33.15% (Gráfico 1) luego de emplearse las gradientes de 
Percoll (densidades 40%, 30% y 20%), alcanzando un valor máximo de 95.91% (Tabla 
8) en la evaluación de la interfase formada entre las fracciones 20% y 30%. Por otro 
lado, la evaluación mediante microscopía de fluorescencia de las poblaciones celulares 
de las doce muestras restantes dio una media de células sDBA+ del grupo control de 
13.33 ± 18.88%, mientras que para el grupo post percoll la media fue de 30.85 ± 
21.98%, cuya diferencia también resultó ser estadísticamente significativa (Gráfico 2). 
Ambos resultados demostrarían la eficiencia del empleo de las gradientes de Percoll 
como método de enriquecimiento de las células madre espermatogoniales; una 
alternativa muy empleada en animales grandes. 
Otros estudios aseveran que la eficiencia de purificación de las SSC varía con los 
diferentes métodos existentes (Kim et al., 2013) y que la madurez de los testículos es 
un elemento importante en la recuperación de las espermatogonias (Borjigin et al., 
2010), lo cual se ve reflejado en el estudio de Ahmad y colegas, donde se alcanzó un 
90% de pureza de espermatogonias tipo A de testículos prepúberes de búfalo (3-6 
meses), combinando la selección con matrices extracelulares como laminina y gelatina, 
seguido de la separación por las gradientes de Percoll (Ahmad et al., 2013). Otros 
métodos que también están siendo empleados son el FACS y MACS, cuyo uso se ha 
ido incrementando prevalentemente para el aislamiento y enriquecimiento de las 
espermatogonias de animales grandes; requieren el conocimiento del fenotipo de las 
espermatogonias y son sencillas de reproducir, aunque su costo es más elevado. Por 
ejemplo, MACS no requiere una gran cantidad de células iniciales y el enriquecimiento 
da una población celular con una alta viabilidad, lo cual es importante para los cultivos 
posteriores o la manipulación celular. Por esta razón, se debe analizar cuidadosamente 
la herramienta más adecuada para cada estudio, las combinaciones de los métodos y 
los requerimientos que implican. Sin embargo, se debe tener en cuenta que al hablar de 
enriquecimiento se hace referencia a las espermatogonias indiferenciadas, mas no 
exclusivamente a las SSC, por lo que es necesario seguir las investigaciones sobre 
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marcadores específicos de las SSC en las distintas especies de animales (Zheng et al., 
2014). 
Una parte importante de las diferentes investigaciones sobre aislamiento de células 
madre espermatogoniales es la obtención de grandes cantidades de éstas, la posibilidad 
de propagarlas in vitro a partir de la baja cantidad existente en cada especie animal, 
valiéndose del uso de medios de cultivo altamente enriquecidos, condiciones 
específicas como la temperatura, pH, CO2, suplementos nutritivos, factores de 
crecimiento, entre otros. Por ello, se realizaron cultivos de corto plazo que fueron 
evaluados al cabo de 8 días mediante citometría de flujo y microscopía de fluorescencia, 
con el fin de conocer el comportamiento de las células en cultivo. A la actualidad hay 
muy poca información sobre cultivos de células testiculares de alpaca; sin embargo, el 
grupo de Valdivia y colegas ha obtenido con éxito cultivos de 14 y 21 días, dando a 
conocer las características de las SSC junto a las demás células de su nicho y en dos 
diferentes medios de cultivo, DMEM y StemPro (Valdivia et al., 2019a), demostrando un 
notable aumento del número de las células sDBA+ en ambos medios. De manera 
similar, entre los resultados registrados mediante citometría de flujo y microscopía de 
fluorescencia, se obtuvo una tendencia al aumento de las medias del número de las 
SSC cultivadas (sDBA+) respecto a sus controles iniciales, y una disminución de las 
células diferenciadas (DBA-), lo cual estaría acorde al estudio de la dinámica de 
crecimiento de las tres poblaciones celulares en cultivos primarios según Freshney 
(2010). Los valores obtenidos mediante el segundo método demuestran más claramente 
lo expuesto en el trabajo de Freshney, donde se hace alusión a un grupo de células en 
proliferación, correspondiente a las SSC (GC: 13.33% vs GCC: 50.36%; GPP: 30.85% 
vs GCP: 60.46%); otro grupo con la incapacidad de sobrevivir en cultivo dado que no 
pueden continuar con el ciclo espermatogénico, refiriéndose a las células diferenciadas 
o sin afinidad al DBA (GC: 76.76% vs GCC: 15.29%; GPP: 62.10% vs GCP: 8.02%); 
mientras que la última población celular estaría conformada por células con la 
capacidad de sobrevivir, mas no de proliferar en cultivo y que correspondería a las 
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células en vías de diferenciación (wDBA+). Sin embargo, las medias de los diferentes 
tratamientos de este último grupo poblacional no mostraron el comportamiento 
señalado, probablemente debido a una sobreestimación del número de células 
débilmente marcadas en los grupos cultivo y que debieron pertenecer al grupo de las 
SSC. Por el contrario, la evaluación de las otras ocho muestras por citometría de flujo 
sí demostró lo sostenido por Freshney (2010) y Valdivia (2019a). 
En cuanto a la viabilidad de las SSC cultivadas, se evidenció una disminución en el 
tiempo respecto a sus valores iniciales (datos no mostrados), lo cual estaría relacionado 
a la liberación de restos celulares al medio de células distintas a las SSC que no 
progresarían en cultivo debido a las diferentes condiciones y necesidades nutritivas, 
además de la producción de especies reactivas de oxígeno como resultado del 
metabolismo del conjunto de células testiculares presentes en el cultivo y que podrían 
perjudicar los componentes celulares como el ADN, proteínas y lípidos de la membrana 
de las SSC (Aliakbari et al., 2016). También se debe tener en cuenta que son más 
factibles los cultivos de corto plazo de SSC de animales domésticos, habiéndose logrado 
mantener la propagación de dichas células hasta por dos meses (Zhu et al., 2013); sin 
embargo, sí se han logrado establecer cultivos de largo plazo de SSC de ratón, ratas y 
hámsters (Kubota et al., 2004a; Ryu et al., 2005), por lo que es importante analizar las 
diferentes variables que podrían afectar el desarrollo del cultivo in vitro de las células 
madre espermatogoniales de la alpaca. Entre ello, es fundamental la elección de un 
determinado medio, donde DMEM (alta glucosa) y DMEM/F12 son los más empleados 
para cultivos de SSC de animales domésticos (Zhu et al., 2013; Zheng et al., 2013b) y 
StemPro para cultivos de largo plazo de SSC de ratón y hámsters (Kuijk et al., 2009). 
En este estudio, se optó por el medio DMEM previamente empleado en el laboratorio y 
el cual ha brindado óptimos resultados. Otro punto importante es el uso apropiado de 
factores de crecimiento a incluir en el medio de cultivo, siendo el GDNF uno de los más 
resaltantes y muy empleado en cultivos de largo plazo para lograr el mantenimiento y 
autorrenovación de las SSC de murinos; sin embargo, Lee y su equipo (2013) reportó 
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la expresión de receptores Gfrα1 en la superficie de gonocitos de verracos, demostrando 
que el GDNF no solo cumpliría roles indispensables en cultivos de SSC de murinos sino 
también en especies de mayor tamaño (Lee et al., 2013); en cambio, la función y efectos 
de otros factores de crecimiento como EGF, FGF, LIF, CSF1, IGF, TGF-β siguen siendo 
imprecisas. En este trabajo, se empleó suero de leche materna como fuente de dichos 
factores de crecimiento, aunque sin conocer la proporción exacta de éstos; no obstante, 
se observó la formación de colonias y la progresión de los cultivos celulares, así como 
lo registrado en el trabajo de Valdivia (2019a). Asimismo, el suero y las células 
alimentadores o de soporte de las SSC también son parte importante del sistema de 
cultivo y aunque recientemente se ha establecido medios libre de suero para las SSC 
de ratón, se ha registrado que su uso no es factible para cultivar SSC de animales 
mayores (Kanatsu-Shinohara et al., 2011). Por ello, el suero aquí empleado fue el SBF, 
que al igual que el BSA son suplementos del medio, aportan proteínas, aminoácidos y 
factores de crecimiento que favorecen la proliferación de las SSC, además de tener 
componentes que actúan como catalizador para el crecimiento de células somáticas 
(Zheng et al., 2014). Con el objetivo de mantener las características de las SSC en 
cultivo y mantener su proliferación, la concentración de suero fue de 1% dado que 
reportes con cultivos de células testiculares de chivo y toro indican que a muy altas 
concentraciones el suero tendría efectos adversos en la sobrevivencia de las SSC y 
podría inducir a la diferenciación celular (Zheng et al., 2013b; Kanatsu-Shinohara et al., 
2011). Siguiendo dicha premisa, los cultivos de SSC fueron suplementados con SBF 1% 
y BSA 0.5% observando un incremento de las células sDBA+ comparados a sus 
respectivos grupos iniciales (Control y Post Percoll) mediante citometría de flujo y 
microscopía de fluorescencia (Gráficos 4 y 6). Entretanto, existe otro factor importante 
que viene siendo muy estudiado para el mantenimiento de cultivos de las SSC 
(preferentemente de especies de gran tamaño) como son las células de Sertoli 
autólogas; éstas cumplen el rol principal como parte del nicho de las SSC, por lo que 
son empleadas como monocapas de alimentación para las SSC, interactúan físicamente 
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3 
y secretan una variedad de citoquinas y factores de crecimiento como el GDNF, 
resaltante por promover la proliferación y regular el mantenimiento de las células madre 
espermatogoniales, así como su diferenciación a los avanzados tipos de células 
germinales (Jégou et al., 1991; Zheng et al., 2014). 
Las condiciones para el crecimiento al igual que el proceso de aislamiento de las células 
de Sertoli son distintas a las de las SSC. Si bien se realizó el mismo protocolo de 
aislamiento celular mediante digestiones enzimáticas, se empleó medio Hank’s libre de 
Ca+2 y Mg+2 para la obtención de las células de Sertoli individuales. Estos iones son 
utilizados por proteínas de adhesión de membrana para crear la adhesión célula-célula 
y célula-substrato, y dado que el medio Hank’s presenta el ión bicarbonato (HCO -) que 
normalmente en presencia de cationes polivalentes como Ca+2 y Mg+2 forma complejos 
insolubles, actuaría robando aquellos iones necesarios para las proteínas de adhesión 
dando como resultado la disociación de las células (Takeichi y Okada, 1972). De esta 
manera se buscó separar los diferentes tipos celulares, germinales o somáticas; y 
purificar el aislamiento siguiendo los lineamientos propuestos por Scarpino en 1998 
basado en la unión selectiva a la lectina DSA mediante los residuos N-acetil-D- 
glucosamina presente en la superficie de las células de Sertoli. Mediante algunos 
ensayos se probaron tres distintas concentraciones de DSA (5, 10 y 15 µg/ml), 
determinando que la concentración y el tiempo óptimo de incubación para que la lectina 
se adhiera a los pocillos de la placa era de 5 µg/ml y 1-2 horas en medio DMEM + 
10%SBF. Además, se determinó 28h de incubación de la lectina con el pool de células 
testiculares como tiempo mínimo requerido para la máxima adherencia de las células 
de Sertoli, tiempo mucho mayor al establecido en el estudio de Scarpino con las células 
de Sertoli de rata (4-5 horas), lo que se debería a las diferentes especies trabajadas, 
además de la edad de dichos individuos. Esta técnica ha sido elegida por su sencillez, 
la rapidez de su uso y la homogeneidad de las células aisladas con alto grado de pureza, 
las cuales según el estudio de Scarpino son solamente células de Sertoli funcionales 
dado que producen cAMP en respuesta a factores mitógenos como FSH, demostrando 
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que las propiedades funcionales de las células de Sertoli preparadas por este método 
se mantienen in vitro, además de no verse afectada su proliferación (Scarpino, 1998). 
Esto propone a este método como ideal para estudiar la regulación de la proliferación 
de las células de Sertoli, además que representa menos estrés a las células comparado 
a otros métodos basados en la selección celular mediante el aumento de temperatura 
por 3-4 días de cultivo (Welsh y Wiebe, 1975) o mediante breves tratamientos 
hipotónicos (Galdieri et al., 1981) con el fin de eliminar las células germinales. 
Como ya se mencionó, el suero cumple una función importante en el establecimiento de 
los cultivos celulares. Estudios han demostrado que concentraciones altas de suero 
podría inducir la diferenciación de las SSC, además de promover a inicios del cultivo la 
rápida formación de colonias de este grupo celular y simultáneamente el crecimiento 
extensivo de las células de Sertoli, el cual poco a poco iría inhibiendo la propagación de 
las SSC (Bahadorani et al., 2012). Cultivos in vitro de SSC de ratón a concentraciones 
de 0.3% - 2% de suero registró el crecimiento de éstas, así como del lento crecimiento 
de las células de Sertoli, viéndose las SSC adheridas a las células somáticas y con 
formación de colonias al cabo de 5-7 días; en cambio, en los cultivos con 
concentraciones altas de suero (5% - 15%) si bien también se formaron colonias de SSC 
en contacto con las células de Sertoli, éstas fueron desapareciendo conforme se 
realizaba el rápido crecimiento de las células de Sertoli (Kanatsu-Shinohara et al., 2005). 
Se obtuvieron resultados similares en cultivos de SSC de chivo, bovino y cerdo 
(Bahadorani et al., 2012; Zheng et al., 2013b), por lo que en este trabajo se optó por 
realizar cultivos de SSC purificadas por gradientes de Percoll con 1% SBF, mientras que 
el medio de cultivo para las células de Sertoli fue suplementado con 10% SBF. 
Se compararon los crecimientos celulares de los co-cultivos versus sus cultivos control. 
En una primera evaluación vista al microscopio invertido se pudo evidenciar que la 
proliferación de las células madre espermatogoniales de alpaca en los co-cultivos era 
mucho mayor y más rápida que en su respectivo control en los primeros 3-4 días de 
cultivo, con la aparición de colonias de SSC vistas como racimos desde el segundo día 
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de co-cultivo. Los resultados en este trabajo se pueden comparar a estudios con células 
testiculares de ratón donde se analizan la formación de colonias de SSC adultas bajo 
diferentes condiciones de cultivo, el empleo de factores de crecimiento como el GDNF 
(factor neurotrófico derivado de la línea celular glial), SCF (factor de célula madre) y GM- 
CSF (factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos), además del co- 
cultivo con células de Sertoli. Aquí se pudo demostrar que en el co-cultivo de corto 
tiempo, las células de Sertoli pueden influenciar en la proliferación in vitro de las células 
madre espermatogoniales incrementando el número y diámetro de las colonias, 
mostrando un mejor efecto en contraste a los cultivos suplementados con los factores 
de crecimiento. Además, dichas colonias aparecieron aproximadamente desde el cuarto 
día del co-cultivo, tres días antes que en los otros grupos, con una disminución 
progresiva luego de 2-3 semanas de cultivo (Koruji et al., 2009), aunque ello 
probablemente se debería a los subcultivos de las colonias formadas al final de la 
primera semana, al proceso de apoptosis celular o a la diferenciación de las células 
germinales (Aponte et al., 2006). Otros estudios con células de chivo y bovino también 
han demostrado un aumento en la proliferación de las SSC cuando éstas se co-cultivan 
con células de Sertoli (Pramod y Mitra 2014; Cai et al., 2016), siendo en este último 
estudio en donde se trabajó con células de tejido testicular criopreservadas de bovino 
adulto, que se pone de relieve las complejas interacciones entre ambos grupos celulares 
en cultivo, así como se da in vivo, afirmando que la monocapa de células de Sertoli 
facilita la inicial adherencia de las SSC por expansión de su área de contacto y su 
posterior proliferación con la aparición de colonias más rápidamente formadas que en 
los cultivos sin las células de Sertoli. En los co-cultivos también se pudo observar la 
progresión del aumento de las espermatogonias únicas (single), pareadas (paired), en 
cadena (aligned) y la formación de quistes sincitiales de espermatogonia luego de la 
primera semana de cultivo o inmediatamente después de los subcultivos (Cai et al., 
2016), así como también se pudo observar en este trabajo con co-cultivos de SSC y 
células de Sertoli de alpaca luego de aproximadamente dos semanas (Figura 19H, 
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Figura 20). Estas observaciones demuestran que las colonias de SSC soportadas por 
las células de Sertoli no solo son capaces de proliferar in vivo, sino también in vitro, 
demostrando ser un sistema óptimo capaz de inducir la espermatogénesis en receptores 
infértiles después de la trasplantación, tal como lo sugiere Koruji y colegas (2009). 
Respaldando los registros visuales de los cultivos celulares de la presente investigación, 
la evaluación mediante microscopía de fluorescencia demostró un mayor porcentaje de 
células sDBA+ en la gran mayoría de los co-cultivos (Gráfico 7), así como también lo 
señala la evaluación de la muestra evaluada por citomería de flujo, aquella con el 
periodo de cultivo más largo (Tabla 17, Figura 21). Estos resultados indicarían que las 
células de Sertoli en los cultivos de corto tiempo (16 días) promueven la proliferación de 
las SSC de alpaca, mas no la diferenciación celular. Por ello, se recomienda aumentar 
el tiempo de cultivo y así determinar las diferencias en cuanto a la función y efecto de 
las células de Sertoli; aumentar el número muestral, emplear marcadores moleculares 
u otras técnicas de identificación de células de Sertoli y someter los resultados a una 
validación adicional a fin de reforzar lo obtenido. No obstante, estos hallazgos marcan 
un avance en el área aún poco estudiada de cultivos de células testiculares de alpaca, 
donde se ha demostrado la eficacia de las gradientes de Percoll para enriquecer la baja 
población de SSC e incluso promover el progreso de dichos cultivos con la adición de 
células de Sertoli con el objetivo de rescatar y conservar la diversidad genética de las 






 La gradiente de densidad de Percoll enriquece la población de células madre 
espermatogoniales (SSC) de alpaca aisladas mediante digestiones 
enzimáticas.
 El protocolo de aislamiento enzimático de células testiculares establecido 
permite obtener concentraciones y viabilidades de SSC aptas que optimicen el 
proceso de enriquecimiento por las gradientes de Percoll. 
 El empleo de las gradientes de Percoll no afecta la viabilidad de las SSC.
 El uso de la lectina DSA permite aislar células de Sertoli de alpaca de manera 
rápida, sencilla y sin afectar la capacidad de proliferación in vitro de dichas 
células.
 
 En co-cultivos de corto plazo, el empleo de monocapas de células de Sertoli 
incrementa la proliferación de las células madre espermatogoniales 







 Mejorar las condiciones de envío de las muestras biológicas como el tiempo de 
traslado y el control sostenido de temperaturas que mantengan la viabilidad 
celular.  
 Emplear otras técnicas de enriquecimiento de células madre 
espermatogoniales, sumadas al uso de las gradientes de Percoll a fin de 
aumentar la pureza de las SSC. 
 Estudiar la dinámica de proliferación de las SSC para mejorar los 
requerimientos nutricionales en cultivo. 
 Emplear otras técnicas de identificación de células de Sertoli como el uso de 
marcadores moleculares. 
 Aumentar el número de co-cultivos a fin de soportar estadísticamente los 
resultados. 
 Evaluar el comportamiento de las SSC enriquecidas con y sin células de Sertoli 
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2. Procesamiento del epidídimo en medio 














3. Evaluación de los parámetros 
espermáticos vistos al microscopio 
ANEXOS 
 
Anexo 1: Procesamiento de las muestras biológicas 
 
 





















1. Liberación de la túnica albugínea de los 
testículos y cortes de 3 trozos para el aislamiento 















2. Adición de 3ml de medio MEM a 3 trozos 
(aislamiento de SSC) y 1ml de Hank’s al trozo 
restante (aislamiento de células de Sertoli) 






3. Liberación de los túbulos seminíferos mediante 
trituración de los trozos de tejido con tijeras 
4. Recuperación de la suspensión de células 
testiculares 
5. Centrifugación de las suspensiones celulares 
a 1500 rpm por 5 minutos y 37°C 
6. Lavado con el respectivo medio (MEM o 




















7. Digestiones enzimáticas: enzima 1 (colagenasa, 
hialuronidasa y DNasa) y enzima 2 (colagenasa y 
hialuronidasa) durante 30 y 20 minutos, 
respectivamente. Lavados con MEM o Hank´s 













8. Obtención de las células 
testiculares 
9. Evaluación de la concentración y viabilidad de las SSC de la suspensión 
de células testiculares 
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Anexo 2: Parámetros espermáticos de las 20 muestras testiculares evaluadas 
















Test de Host 
(%) 
97- 19 9.47 72 39.87 60.72 54.38 
100 - 19 8.26 81 40.1 61.24 60.84 
127- 19 16.45 83 49.15 66.34 66.56 
129 - 19 14.29 92 38.52 35.83 40.98 
131 - 19 14.89 120 58.53 64.55 37.89 
5 - 20 18.67 269 68.07 75.14 69.96 
14 - 20 16.68 450 47.11 64.46 53.46 
20 - 20 15.79 242 45.94 77.82 75.00 
22 - 20 13.74 403 81.13 62.66 73.11 
24 - 20 14.55 395 51.13 55.79 65.27 
30 - 20 14.96 381 57.91 72.03 63.90 
35 - 20 12.66 40 39.24 80.60 78.86 
37 - 20 13.29 322 57.08 70.59 66.92 
38 - 20 13.33 217 57.51 73.91 65.71 
44 - 20 17.86 398 60.66 77.81 70.77 
45 - 20 17.55 184 24.66 40.63 47.98 
46 - 20 14.26 211 67.58 74.45 91.83 
52 - 20 12.49 205 71.24 84.46 72.60 
56 - 20 11.01 64 47.00 61.19 56.98 
57 - 20 15.23 234 52.46 70.29 67.76 
 
* Los números 19 y 20 indican el año en el que se trabajó la muestra (2019-2020) 
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Anexo 3: Viabilidades y Concentraciones iniciales y post percoll de las células 


























97- 19 228 9 96.2 14.0 218 4 98.2 10.8 
100 - 19 206 7 96.7 123.0 269 24 91.8 8.4 
127- 19 192 63 75.3 44.0 143 17 89.4 21.4 
129 - 19 86 7 92.5 65.0 221 23 90.6 12.3 
131 - 19 159 6 96.4 94.0 167 6 96.5 7.4 
5 - 20 290 5 98.3 26.1 483 30 94.2 24,6 
14 - 20 358 3 99.2 110.0 435 4 99.1 32,6 
20 - 20 160 51 75.8 49.0 225 39 85.2 23,4 
22 - 20 480 35 93.2 54.0 390 10 97.5 25,7 
24 - 20 454 5 98.9 93.0 255 6 97.7 9,7 
30 - 20 252 3 98.8 82.0 449 28 94.1 19.3 
35 - 20 414 7 98.3 143.0 747 54 93.3 25.2 
37 - 20 379 20 95.0 60.0 322 25 92.8 11.8 
38 - 20 281 5 98.3 111.0 68 26 72.3 12.0 
44 - 20 247 23 91.5 53.0 297 17 94.6 5.4 
45 - 20 186 21 89.9 64.0 193 13 93.7 9.4 
46 - 20 207 27 88.5 79.0 238 19 92.6 5.4 
52 - 20 216 31 87.4 85.0 193 19 91.0 12.2 
56 - 20 189 18 91.3 46.0 189 13 93.6 5.7 





Anexo 4: Prueba de normalidad de viabilidades inicial y post percoll de los 20 
pares de muestras testiculares de alpaca trabajados 
 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 
Viabilidad inicial (%) ,170 20 ,133 ,817 20 ,002 
Vitadlidad post percoll (%) ,223 20 ,010 ,775 20 ,000 
a. Corrección de significación de Lilliefors 
 
p<0.05, los grupos de estudio no cumplen distribución normal 
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Anexo 5: Estadístico de prueba Wilcoxon para demostrar si existe o no diferencia 
significativa entre las medias de la viabilidad inicial y post percoll 
 
Viabilidad post percoll (%) - 




a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon 
b. Se basa en rangos negativos. 
 
p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las 
viabilidades de las células redondas aisladas de las digestiones enzimáticas (viabiidad 





Anexo 6: Comparación de medias de las poblaciones celulares sDBA+, wDBA+ 
y DBA- entre los grupos Control y Post Percoll, usando Prueba T para muestras 





Grupo Control Grupo Post percoll 
% sDBA+ % wDBA+ % DBA- % sDBA+ % wDBA+ % DBA- 
5 36.10 52.30 11.60 79.90 18.94 1.06 
20 85.30 12.50 2.20 91.11 7.68 0.21 
22 23.00 62.30 4.70 52.61 46.80 0.59 
97 2.23 83.14 14.63 23.69 65.30 9.91 
100 4.57 82.30 13.13 3.64 69.10 27.20 
127 33.24 37.40 24.19 75.30 19.89 1.22 
129 71.00 24.26 4.74 95.91 3.17 0.42 
131 40.70 55.80 2.96 77.49 18.33 1.08 
Z -,261b 


































Media de error 
estándar 
95% de intervalo de confianza 
de la diferencia 
 
Inferior Superior 



















p<0.05, existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de SSC del 
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p<0.05, existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de SSC en 




































Media de error 
estándar 






















p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las 
células diferenciadas del grupo Control (DBA-_C) y Post Percoll (DBA-_P) 
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Anexo 7: Comparación de medias de las poblaciones celulares sDBA+, wDBA+ 
y DBA- entre los grupos Control y Post Percoll, usando Prueba de Wilcoxon para 





Grupo Control Grupo Post percoll 
% sDBA+ % wDBA+ % DBA- % sDBA+ % wDBA+ % DBA- 
14 54.39 42.98 2.63 69.30 23.68 7.02 
24 49.60 38.40 12.00 81.82 15.15 3.03 
30 20.93 13.95 65.12 19.54 11.49 68.97 
35 2.26 3.76 93.98 19.67 3.28 77.05 
37 2.38 0.68 96.94 17.05 1.16 81.78 
38 1.68 3.78 94.54 12.24 4.64 83.12 
44 2.94 1.96 95.10 21.21 6.06 72.73 
45 3.03 1.52 95.45 20.59 7.35 72.06 
46 2.70 2.70 94.59 15.32 5.65 79.03 
52 2.54 1.52 95.94 33.33 2.47 64.20 
56 9.09 2.73 88.18 30.47 1.56 67.97 




Estadísticos de pruebaa 
 sDBA+_P – sDBA+_C 
Z -2,981b 
Sig. asintótica (bilateral) ,003 
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon 
b. Se basa en rangos negativos. 
 
p<0.05, existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de SSC del 
grupo Control (sDBA+_C) y Post Percoll (sDBA+_P) 
 
 
Estadísticos de pruebaa 
 wDBA_P - wDBA_C 
Z -,275b 
Sig. asintótica (bilateral) ,784 
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon 
b. Se basa en rangos positivos. 
 
p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de SSC en 
diferenciación temprana del grupo Control (wDBA+_C) y Post Percoll (wDBA+_P) 
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Estadísticos de pruebaa 
 DBA-_P – DBA-_C 
Z -2,824b 
Sig. asintótica (bilateral) ,005 
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon 
b. Se basa en rangos positivos. 
p<0.05, existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las células 





Anexo 8: Comparación de medias de las poblaciones celulares sDBA+, wDBA+ 
y DBA- entre los grupos Cultivo Control 8d y Cultivo Post Percoll 8d, usando 





Grupo Cultivo Control 8d Grupo Cultivo Post Percoll 8d 
% sDBA+ % wDBA+ % DBA- % sDBA+ % wDBA+ % DBA- 
5C8D 84.60 12.80 0.09 34.10 54.50 4.64 
20C8D 53.70 28.80 3.90 40.30 40.90 12.90 
22C8D 35.00 57.13 7.87 49.11 47.63 3.26 
97C8D 20.20 65.80 14.00 59.69 35.30 5.01 
100C8D 51.70 42.20 5.00 52.10 39.30 7.80 
127C8D 33.20 58.30 2.26 81.20 16.70 0.37 
129C8D 47.20 44.40 5.43 61.20 30.60 2.29 






Prueba de muestras emparejadas 
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p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las SSC 
del grupo Cultivo Control 8d (sDBA+_CC) y Cultivo Post Percoll 8d (sDBA+_CP) 
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p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de SSC en 
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p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las 






Anexo 9: Comparación de medias de las poblaciones celulares sDBA+, wDBA+ 
y DBA- entre los grupos Cultivo Control 8d y Cultivo Post Percoll 8d, usando 




Grupo Cultivo Control 8d Grupo Cultivo Post Percoll 8d 
% sDBA+ % wDBA+ % DBA- % sDBA+ % wDBA+ % DBA- 
14C8D 60.00 26.96 13.04 64.79 28.17 7.04 
24C8D 37.35 21.69 40.96 58.02 24.69 17.28 
30C8D 47.46 31.95 20.59 59.6 30.25 10.15 
35C8D 40.01 18.88 41.11 49.15 30.75 20.10 
37C8D 65.00 30.00 5.00 72.94 17.65 9.41 
38C8D 50.00 41.67 8.33 70.00 26.00 4.00 
44C8D 45.45 37.88 16.67 54.9 39.22 5.88 
45C8D 51.89 32.08 16.04 57.79 36.18 6.03 
46C8D 50.00 46.55 3.45 55.88 39.41 4.71 
52C8D 48.84 44.19 6.98 65.19 31.11 3.70 
56C8D 48.37 44.02 7.61 51.59 43.95 4.46 
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p<0.05, existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las SSC del 
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p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de SSC en 
diferenciación temprana del grupo Cultivo Control 8d (wDBA+_CC) y Cultivo Post Percoll 
8d (wDBA+_CP) 
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Estadísticos de pruebaa 
  
DBA-_CP – DBA-_CC 
Z -2,432b 
Sig. asintótica (bilateral) ,015 
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon 
b. Se basa en rangos positivos. 
 
 
p<0.05, existe diferencia significativa entre las medias de las células diferenciadas del 




Anexo 10: Comparación de medias de las poblaciones celulares sDBA+ entre 
los grupos Control vs Cultivo Control 8d y Percoll vs Cultivo Post Percoll 8d - 
Evaluación por Citometría de Flujo 
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p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las SSC 
del grupo Control (sDBA+_C) y Cultivo Control 8d (sDBA+_CC) 
 
 






























Media de error 
estándar 
95% de intervalo de 
confianza de la diferencia 
 
Inferior Superior 


















p>0.05, no existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las SSC 
del grupo Percoll (sDBA+_P) y Cultivo Post Percoll 8d (sDBA+_CP) 
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Anexo 11: Comparación de medias de las poblaciones celulares sDBA+ entre 
los grupos Control vs Cultivo Control 8d y Percoll vs Cultivo Post Percoll 8d - 
Evaluación por Microscopía de Fluorescencia 
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p<0.05, sí existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las SSC 
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p<0.05, sí existe diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las SSC 
del grupo Percoll (sDBA+_P) y Cultivo Post Percoll 8d (sDBA+_CP) 
